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Transmissão de Salmonella Typhimurium monofásica após o nascimento em suínos 
Salmonella continua a ser uma importante fonte de infeção gastrointestinal hoje em dia, e 
um serovar em particular, S. 4,[5],12:i:- ou S. Typhimurium monofásica, surgiu recentemente 
e disseminou-se rapidamente entre animais e humanos a nível mundial. É escasso o 
conhecimento da dinâmica de transmissão deste serovar em particular em suínos, pelo que 
o objetivo deste estudo foi averiguar a existência ou não de transmissão mãe-filho pós-
nascimento de S. Typhimurium monofásica. As amostras foram obtidas de dez ninhadas 
provenientes de uma exploração intensiva industrial: da porca e de 7 leitões de cada 
ninhada após nascimento. O isolamento de Salmonella spp. foi efetuado de acordo com o 
protocolo descrito no ISO 6579:2002, Anexo D, e a serotipificação segundo o esquema de 
Kauffmann-White-Le Minor. O género e o serovar dos isolados foram confirmados através 
de PCR. A deteção fenotípica de resistência a 13 antibióticos foi efetuada de acordo com as 
diretrizes do “Clinical Laboratories Standards Institute” (CLSI). A deteção dos genes 
responsáveis pela resistência aos antibióticos foi efetuada por PCR, e o painel incluiu os 
genes blaTEM, blaSHV, blaOXA-1, blaCTX-M, aadA, aac(3)-IV, aac(6)-Ib, tet(A), tet(B), flor, sul1, 
sul2, dfrA1, qnrA, qnrB e qnrS. A extração de plasmídeos foi efetuada segundo um protocolo 
adaptado de Kehrenberger, Friederics, de Jong, Michael e Schwarz (2006) e o tamanho dos 
plasmídeos avaliado após linearização com a exonuclease S1. A clonalidade dos isolados 
foi determinada através de eletroforese em gel de campo-pulsado (PFGE) após restrição 
com a enzima XbaI com base no protocolo da PulseNet. Grupos clonais e subgrupos clonais 
foram definidos de acordo com os parâmetros recomendados por Carriço et al (2005). 
Em três das 10 famílias amostradas (porca e pelo menos um leitão) detetaram-se isolados 
de S. Typhimurium monofásica. Todos os animais da família A, a mãe e 3 em 7 leitões da 
família B, e todos os elementos menos um da família D foram positivos (n=19). Dois padrões 
de resistência foram identificados: em 17 isolados detetou-se resistência a ácido nalidíxico, 
amoxicilina/ampicilina, estreptomicina, neomicina, sulfamidas e tetraciclina. Nas restantes 2 
verificou-se uma resistência adicional a amoxicilina-ácido clavulânico. Quanto aos genes de 
resistência identificados, todos os isolados continham blaTEM, tet(B) e sul2, excetuando um 
negativo a sul2. Apenas um plasmídeo de 5600pb foi identificado em todas os isolados, e 
todos foram incluídas no mesmo grupo clonal. 
Este estudo constitui a primeira demonstração de transmissão mãe-leitão de S. 
Typhimurium monofásica em suínos, e revela uma via de transmissão que poderá ser 
importante na manutenção e rápida disseminação deste serovar a nível mundial. 
 






After birth transmission of monophasic Salmonella Typhimurium in pigs 
Salmonella remains an important source of gastrointestinal infection nowadays, and a 
particular serovar, S. 4,[5],12:i:- or monophasic S. Typhimurium, has recently emerged and 
quickly disseminated through animals and humans worldwide. Little is known about the 
transmission dynamics of this particular serovar in pigs, and as such the aim of this study 
was to determine the existence or not of after birth mother-descendent transmission of 
monophasic S. Typhimurium. Samples were taken from ten litters of an intensive-production 
industrial farm: from the sow and 7 piglets of each litter after birth. Salmonella spp. was 
isolated according to the protocol described in ISO 6579:2002, Annex D, and serotyped 
according to the Kauffmann-White-Le Minor scheme. Genus and serovar of the isolates were 
confirmed by PCR. Phenotypic detection of resistance to 13 antimicrobials was done 
following Clinical Laboratories Standards Institute (CLSI) guidelines. Detection of 
antimicrobial resistance genes was performed by PCR, and screening included the genes 
blaTEM, blaSHV, blaOXA-1, blaCTX-M, aadA, aac(3)-IV, aac(6)-Ib, tet(A), tet(B), flor, sul1, sul2, 
dfrA1, qnrA, qnrB and qnrS. Plasmid extraction was performed according to a protocol 
adapted from Kehrenberger, Friederics, de Jong, Michael e Schwarz (2006) and the plasmid 
size assessed after exonuclease S1 linearization. Clonality of the isolates was evaluated 
through pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) with XbaI enzyme restriction based on the 
PulseNet protocol. Pulsed-field type clusters and subtypes were assessed according to the 
settings recommended by Carriço et al (2005). 
Three of the 10 sampled families (sow and at least one piglet) were positive to monophasic 
S. Typhimurium. All the animals in family A, the mother and 3 out of 7 piglets in family B, and 
all but one element of family D were positive (n=19). Two resistance patterns were identified: 
in 17 isolates, resistance to nalidixic acid, amoxacilin/ampicilin, streptomycin, neomycin, 
compound sulphonamides and tetracycline was detected. The remaining 2 were additionally 
resistant to amoxacilin-clavulanic acid. As for the identified resistance genes, all isolates 
contained blaTEM, tet(B) and sul2 except one, negative to sul2. Only one plasmid of 5600pb 
was identified in all the isolates, and every isolate was included in the same PFGE cluster. 
To our knowledge, this study is the first report of sow-to-piglet transmission of monophasic S. 
Typhimurium and sheds light on a transmission pathway that might be important in the 
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2.1. Salmonella spp. 
2.1.1. Generalidades 
O género Salmonella pertence à família Enterobactereaceae. Consiste em bactérias de 
coloração Gram-negativa com motilidade, em forma de bacilo, anaeróbias facultativas, 
maioritariamente flageladas e não esporuladas, com dimensões de 2-3 x 0.4-0.6 μm (Yan et 
al, 2003; Pui et al, 2011), e inclui duas espécies, Salmonella enterica e S. bongori. Para 
além da espécie, o género Salmonella é ainda dividido em subespécie e serovar, com mais 
de 2500 serovares reconhecidos e validados pelo Centro de Colaboração para Referência e 
Pesquisa em Salmonella da Organização Mundial de Saúde (WHOCC-Salm), sendo a 
maioria pertencente à subespécie Salmonella enterica enterica (Grimont & Weill, 2007) onde 
estão incluídos a maioria dos serovares patogénicos para o Homem (European Center for 
Disease Control and Prevention [ECDC], 2011; European Food Safety Authority [EFSA] & 
ECDC, 2012; Kurosawa et al, 2012).  
Cada serovar tem características próprias que auxiliam á sua diferenciação. A base para a 
identificação consiste em testes serológicos, ou serotipificação. Estes são direcionados para 
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a deteção de três grupos diferentes de antigénios presentes na superfície da bactéria 
(Grimont & Weill, 2007; EFSA Panel on Biological Hazards [BIOHAZ], 2010):  
 O antigénio-O (ou antigénio somático) consiste num componente externo da parede 
de lipopolissacárido da bactéria. Os diferentes serovares são categorizados em 
grupos somáticos de acordo com os antigénios-O presentes. Inicialmente 
representados por letras (por exemplo, Salmonella Typhimurium pertencente ao 
grupo B), os grupos somáticos são hoje em dia designados pelos números dos 
próprios antigénios (no caso de S. Typhimurium, grupo 4).  
 O antigénio-H (ou antigénio flagelar) é a flagelina, o componente principal dos 
flagelos. A maioria dos serovares é capaz de expressar duas flagelinas, ou fases 
flagelares, diferentes, existindo um mecanismo génico que permite favorecer a 
produção de uma ou de outra e que confere à salmonela um carácter bifásico. Este 
mecanismo será abordado adiante. No entanto, outras configurações podem ocorrer, 
como serovares com três ou mais fases, monofásicos e até sem nenhuma fase 
flagelar.  
 Por fim, o antigénio-Vi é um fator de virulência relacionado com a presença de 
cápsula que pode ocorrer apenas em três serovares (Salmonella Typhi, Salmonella 
Paratyphi C e Salmonella Dublin). 
A combinação dos diferentes antigénios detetados resulta numa fórmula antigénica que está 
associada a um determinado serovar. A fórmula apresenta primeiro os diferentes antigénios-
O presentes no serovar, seguidos dos antigénios-H associados à primeira fase flagelar, e 
por fim os antigénios-H da segunda fase flagelar, acrescentando-se o antigénio-Vi caso 
exista.  
É possível a existência de mais do que um serovar com a mesma fórmula. Nestes casos, 
são utilizadas outras características para distinção desses serovares, tais como variações 
bioquímicas, o hospedeiro de onde foi isolado e a patogenicidade, entre outras (Grimont & 
Weill, 2007). Mesmo dentro dos próprios serovares é possível a distinção de diferentes 
estirpes com recurso a várias técnicas, como a tipificação por bacteriófagos que permite 
classificar estirpes dentro do mesmo serovar em fagotipos consoante a lise ou não da 
bactéria quando exposta a um conjunto de vírus bacteriófagos. Este método e outros, serão 
abordados mais adiante em maior detalhe. 
 
2.1.2. Salmonelose 
2.1.2.1. Salmonelose em humanos 
Em humanos, a infeção por Salmonella pode resultar em diferentes manifestações clínicas, 
sendo as mais comuns a febre tifóide ou paratifóide e a gastroenterite (Coburn, Grassl & 
Finlay, 2007; Pui et al, 2011).  
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A febre tifóide ou paratifóide é causada por serovares especificamente adaptados ao 
hospedeiro humano – Typhi e Paratyphi (Yan et al, 2003) – com capacidade para atravessar 
a barreira intestinal e invadir as placas de Peyer. A partir das placas, estes serovares são 
capazes de se evadir à resposta do sistema imunitário através da colonização de células 
pertencentes ao sistema reticuloendotelial, nomeadamente macrófagos, onde a bactéria 
persiste, disseminando-se por outros tecidos (Ohl & Miller, 2001; Coburn et al, 2007). Os 
sintomas da doença incluem febre, mal-estar e dor abdominal como os mais comuns, 
possivelmente acompanhados de enxaqueca, mialgia, náusea, anorexia e obstipação. A 
ocorrência de diarreia está geralmente associada a infeções em imunodeprimidos (Coburn 
et al, 2007). Existe uma probabilidade de 10% de recaída (devido à persistência nos 
macrófagos), complicações (incluindo encefalopatia, hemorragia gastrointestinal e 
perfuração intestinal) e morte (Pui et al, 2011). O tratamento primário consiste na 
administração de fluoroquinolonas e é eficaz na maioria dos casos, diminuindo a duração da 
infeção, a taxa de eliminação, a morbilidade e a mortalidade. 
A gastroenterite, ou salmonelose, está associada aos restantes serovares, chamados não-
tifoides e passíveis de infetar vários hospedeiros, como S. Typhimurium e S. Enteritidis (Ohl 
& Miller, 2001; Yan et al, 2003; Foley & Lynne, 2008). Estes aderem ao bordo apical das 
células epiteliais intestinais e invadem o meio intracelular, mas geralmente não têm 
capacidade para continuar a migrar, resultando numa infeção autolimitante localizada 
apenas a nível digestivo. Estas salmonelas induzem a produção de citoquinas quando em 
contacto com a bordadura em escova do intestino, o que promove a migração de neutrófilos 
para o lúmen intestinal e a secreção de um exsudado rico em proteínas responsável pela 
diarreia associada à doença (Coburn et al, 2007). A sintomatologia típica consiste em 
diarreia, cólicas, vómito e febre, desaparecendo, em casos normais, ao fim de 2 a 7 dias 
sem necessitar de tratamento (Foley & Lynne, 2008). Algumas estirpes mais agressivas 
podem no entanto causar formas mais graves da doença, com bacteriemia e infeção de 
outros tecidos, resultando por exemplo em meningite, pneumonia ou osteomielite (Foley & 
Lynne, 2008; Pui et al, 2011). Os grupos em risco de formas agravadas de salmonelose são 
as crianças, os idosos e os imunodeprimidos, requerendo antibioterapia caso manifestem 
sintomas de doença invasiva (Foley & Lynne, 2008; Pui et al, 2011). Os antibióticos 
recomendados são as fluoroquinolonas ou a ceftriaxona, uma cefalosporina de terceira 
geração, no caso das crianças. 
O período de excreção de Salmonella após infeção pode prolongar-se após resolução 
clínica da doença e tornar o hospedeiro um portador assintomático crónico (Pui et al, 2011), 
sobretudo quando o hospedeiro tem alguma alteração a nível biliar (Monack, 2012). Este 
fenómeno é mais comum na febre tifóide, onde 1 a 4% dos convalescentes que não foram 
submetidos a nenhum tratamento se tornam portadores crónicos por mais de um ano, mas 
também ocorre em infeções por serovares não tifóides, com 0,1% das infeções não tratadas 
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resultando num período de excreção superior a um ano (Pui et al, 2011). O estatuto de 
portador crónico pode ter consequências importantes para a saúde pública, especialmente 
se a pessoa em causa trabalha na indústria agroalimentar, onde pode atuar como um foco 
de disseminação de Salmonella (Pui et al, 2011). 
 
2.1.2.2. Salmonelose em animais 
Em animais a salmonelose é a forma de doença mais comum, apesar de alguns serovares 
estarem associados a infeções mais severas (como S. Dublin em bovinos, S. Choleraesuis 
em suínos e S. Typhimurium em ratos) (Coburn et al, 2007; EFSA & ECDC, 2012). No 
entanto, é comum a infeção ser apenas subclínica e os animais atuarem como portadores 
assintomáticos, intermitentes ou crónicos, possibilitando uma rápida disseminação da 
bactéria no grupo através das suas fezes.  
Em suínos é mais comum os animais serem portadores assintomáticos do que 
apresentarem sinais clínicos, dificultando a deteção de Salmonella nesta espécie (EFSA & 
ECDC, 2012).As infeções clínicas por serovares não-tifóides são geralmente desenvolvidas 
pelos animais com idade entre as 6 e 12 semanas, enquanto animais mais velhos se tornam 
portadores activos (Mastroeni & Maskell, 2006), com infeções subclínicas e constante 
excreção de Salmonella. 
 
2.1.2.3. Vias de transmissão 
Apesar de se apresentar em declínio nos países ditos desenvolvidos, as infeções por 
Salmonella continuam a ser uma das infeções gastrointestinais de origem alimentar mais 
comuns a nível europeu (ECDC, 2011) e mundial (Organização Mundial de Saúde, 2005). A 
principal via de transmissão é a via fecal-oral, e a infeção por Salmonella está vulgarmente 
associada ao contacto com um ambiente e produtos alimentares contaminados com fezes 
ou até contacto direto com portadores animais e humanos, sendo transmissível entre 
diversas espécies animais (Hendriksen, Orsel, Wagenaar, Miko & van Duijkeren, 2004; 
Boyen et al, 2008; Pui et al, 2011; EFSA & ECDC, 2012). Pontos principais de preocupação 
são a contaminação de áreas de preparação de alimentos e a contaminação cruzada com 
matéria fecal. Na sua origem estarão más práticas de higiene, contaminação do 
equipamento ou dos próprios manipuladores, e processamento ou armazenamento 
inadequados (Carrasco, Morales-Rueda & García-Gimeno, 2011; EFSA & ECDC, 2012). 
Outra via descrita consiste na transmissão por via aérea. As vias aéreas superiores e os 
pulmões já foram previamente identificados como portas de entrada de infeções por 
Salmonella (Oliveira, Garcia, Carvalho & Givisiez, 2007), e a transmissão de S. Typhimurium 
a curta distância entre leitões reportada (Boyen et al, 2008). Esta via parece ser serovar-
dependente, no entanto carece de estudos mais aprofundados (Oliveira et al, 2007; Boyen 
et al, 2008). 
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Uma outra via tem um grande peso na prevalência de salmonelose em humanos. A 
transmissão vertical de serovares não-tifóides apenas foi detetada em aves até à data 
(Gopinath, Carden & Monack, 2012), mas constitui um importante problema de saúde 
pública devido principalmente à disseminação de Salmonella pelos ovos. Os ovos são 
alimentos vulgarmente consumidos crus ou presentes em preparados não ou mal 
cozinhados, e são o vector mais importante de salmonelose humana, seguido dos produtos 
derivados de suínos (Gantois et al, 2009; EFSA & ECDC, 2012). Além disso, os pintos 
provenientes de ovos infetados com Salmonella podem desenvolver uma infeção clínica ou 
tornar-se portadores assintomáticos e promover a transmissão horizontal entre o bando 
(Gantois et al, 2009; Gopinath et al, 2012). Existem duas formas de transmissão de 
Salmonella ao ovo: a transmissão vertical propriamente dita, onde a Salmonella penetra os 
reservatórios e as membranas internas do ovo através do contacto com as paredes dos 
órgãos reprodutivos da ave infetados com Salmonella; e a transmissão através da 
contaminação do ovo com fezes da ave durante ou logo após a postura do ovo (Gantois et 
al, 2009). A existência de transmissão mãe-filho de serovares não-tifóides noutras espécies 
animais encontra-se pouco estudada atualmente. Alguns autores (Belœil et al, 2004; Funk & 
Gebreyes, 2004; Nollet et al, 2005) referem que, em suínos, o estatuto de portadora de 
Salmonella ou não da porca-mãe poderá influenciar o estatuto dos leitões descendentes e 
que é necessária a realização de estudos para confirmar ou desmentir esta relação 
 
2.1.3. Salmonella serovar 4,[5],12:i:-, variante monofásica de Salmonella 
Typhimurium 
Salmonella enterica subsp. enterica serovar 4,[5],12:i:- é um serovar não-tifoide que tem 
adquirido importância crescente nos últimos anos. Pertencente ao grupo O:4,5, Echeita, 
Aladueña, Cruchaga & Usera (1999) questionaram a proveniência deste serovar: se seria 
uma versão monofásica de serovares previamente identificados, sendo os mais comuns 
Salmonella Typhimurium (4,[5],12;i;1,2) e Salmonella Lagos (4,[5],12;i;1,5), ou se seria um 
serovar totalmente novo. Utilizando a tipificação por bacteriófagos, determinaram que os 
isolados do serovar 4,[5],12:i:- apresentavam um perfil semelhante a outro perfil previamente 
associado a S. Typhimurium, DT U302.  
Em 2001, Echeita, Herrera e Usera confirmaram a relação entre o serovar 4,[5],12:i:- e o 
serovar Typhimurium através da identificação na região intergénica presente no “cluster” que 
codifica as flagelinas, fliB-fliA, de uma sequência de inserção IS200, típica de S. 
Typhimurium (Burnens et al, 1997), e de um fragmento de 162pb associado a S. 
Typhimurium DT U302. Posteriormente, através de eletroforese em gel por campo pulsado 
(“Pulsed Field Gel Electrophoresis”, PFGE) e análise de plasmídeos, de la Torre et al (2003) 
estabeleceram pontos de comparação adicionais entre os serovares, sugerindo a 
designação de variante monofásica de S. Typhimurium. 
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2.1.3.1. Porquê monofásica?  
Num serovar bifásico, os dois antigénios-H são codificados cada um pelo seu gene respetivo 
(fliC e fljB), um promotor individual para cada fase (P1 e P2), um repressor (fljA) e o gene 
duma recombinase (hin) associada ao promotor da segunda fase (P2) (Aldridge et al, 2006; 
Yamamoto & Kutsukake, 2006) (Figura 1).  
 
Figura 1 - Genes codificantes para as fases flagelares e genes associados com o 
mecanismo de inversão de Salmonella spp. 
P2 hin fljB fljA  P1 fliC 
 
Como já foi referido, apenas uma das flagelinas é expressa a cada momento. A flagelina 
correspondente à primeira fase é codificada pelo gene fliC e a correspondente à segunda 
fase pelo gene fljB. A expressão de uma ou de outra flagelina é condicionada pela ação da 
recombinase Hin, cuja função é inverter a posição de P2. Quando a primeira fase está a ser 
expressa, o promotor P2 encontra-se invertido, e apenas fliC é transcrito (Figura 2) (Aldridge 
et al, 2006; Yamamoto & Kutsukake, 2006). 
 
Figura 2 - Expressão da primeira fase flagelar em Salmonella spp. 
 fljB fljA  P1 fliC 
Quando o promotor P2 se encontra alinhado com os restantes genes, promove a transcrição 
não só de fljB, mas também do repressor fljA. Este repressor atua sobre o gene fliC e inibe a 
sua transcrição, resultando na expressão apenas da segunda fase flagelar (Figura 3) 
(Aldridge et al, 2006; Yamamoto & Kutsukake, 2006). 
 
Figura 3 - Expressão da segunda fase flagelar em Salmonella spp. 
P2 hin fljB fljA  P1 fliC 
 
 
No caso da variante monofásica de S. Typhimurium, o gene fljB não existe (Echeita et al, 
2001; Soyer et al, 2009), tendo sido deletado num evento genético que transformou a estirpe 
do serovar original em monofásica. É ainda relevante o facto de pelo menos a linhagem 
americana manter o gene da recombinase, enquanto noutras foi deletado juntamente com o 
fljB e fljA (Soyer et al, 2009), sugerindo a ocorrência de diferentes deleções em diferentes 








O serovar 4,[5],12:i:- foi identificado pela primeira vez em Portugal, isolado a partir de 
carcaças de galinha em 1986 (Machado & Bernardo, 1990), e foi posteriormente detetado 
em suínos e produtos derivados em Espanha (Echeita et al, 1999), disseminando-se ao 
longo dos anos pelo resto da Europa e pelo menos por mais quatro continentes em vários 
hospedeiros, incluindo humanos, tornando-se um dos serovares mais prevalentes a nível 
europeu (Echeita et al, 2001; Agasan et al, 2002; Garaizar et al, 2002; de la Torre et al, 
2003; Tavechio, Ghilardio & Fernandes, 2004; Amavisit, Boonyawiwat & Bangtrakulnont, 
2005; Soyer et al, 2009; Switt, Soyer, Warnick & Wiedmann, 2009; Tavechio et al, 2009; 
BIOHAZ, 2010; Hauser et al, 2010; Hopkins et al, 2010; Lucarelli et al, 2010; Tennant et al, 
2010; Antunes, Mourão, Pestana & Peixe, 2011; ECDC, 2011; EFSA & ECDC, 2012). O 
número de casos e surtos epidémicos relacionados com S. Typhimurium monofásica 
detetados a partir de 1990 reflete a recente emergência e expansão deste serovar; no 
entanto, a nomenclatura utilizada para reportar este serovar não era uniforme e algumas 
infeções poderiam ser reportadas apenas como S. Typhimurium, o que poderá ter levado a 
subestimar os casos reais. No entanto, foi promovido um esforço de uniformização da 
nomenclatura (BIOHAZ, 2010), e os casos reportados de 2010 no relatório conjunto da 
EFSA e do ECDC (2012) tornaram a S. 4,[5],12:i:- no quarto serovar mais reportado a nível 
europeu como responsável por casos de salmonelose em humanos, constituindo 1,5% das 
infeções confirmadas por Salmonella e representando 1.407 casos. A nível dos suínos o 
serovar foi igualmente colocado entre os dez mais comuns, representando o segundo 
serovar mais isolado (9,3%) nos animais em si e o terceiro mais comum em carne de porco 
(7,4%). 
Dentro das várias estirpes isoladas por toda a Europa, duas variantes diferentes 
sobressaíram, constituindo duas linhagens com características distintas. A variante 
espanhola foi a inicialmente estudada por Echeita et al (1999) e onde incidiram os primeiros 
trabalhos sobre o serovar S. 4,[5],12:i:- (Guerra, Laconcha, Soto, González-Hevia & 
Mendoza, 2000; Echeita et al, 2001; Garaizar et al, 2002; del Cerro, Soto & Mendoza, 2003; 
de la Torre et al, 2003). Esta linhagem surgiu do fagotipo U302 de S. Typhimurium, 
apresenta uniformidade dos padrões de PFGE, com todas as estirpes semelhantes em 80% 
(de la Torre et al, 2003) e apresenta um padrão de multirresistência bastante variável – o 
mais frequente sendo amoxicilina, cloranfenicol, estreptomicina, gentamicina, 
sulfametoxazol, tetraciclina e trimetoprim – devido à associação dos genes de resistência a 
estes antibióticos a elementos genéticos móveis, nomeadamente integrões associados a 
plasmídeos de grandes dimensões (> 120kpb) (Switt et al, 2009). Os integrões consistem 
em elementos genéticos capazes de capturar cassetes de genes e integrá-las num local de 
recombinação associado (Fluit, 2005), sendo estes a razão principal da variabilidade desta 
linhagem. Já a variante europeia, mais recente, é sobretudo associada ao fagotipo DT 193, 
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mas a ocorrência de outros fagotipos simultaneamente, e a existência de mais do que um 
grupo clonal de PFGE, apesar da existência de um perfil predominante, sugere a 
emergência de vários clones de S. Typhimurium monofásica ao mesmo tempo, em vez da 
evolução de apenas um (Hauser et al, 2010; Hopkins et al, 2010). Estes clones contêm o 
mesmo padrão de tetrarresistência de base – amoxicilina, estreptomicina, sulfametoxazol e 
tetraciclina – apesar dos diferentes fagotipos, e estudos revelaram não só que os genes 
responsáveis pelo padrão são diferentes da variante espanhola como estão localizados no 
cromossoma (Lucarelli et al, 2010; Antunes et al, 2011). 
Após a emergência da S. Typhimurium monofásica, o serovar foi reportado em Portugal em 
três estudos e na participação nacional em dois estudos de base promovidos pela EFSA. 
Vieira-Pinto, Tenreiro e Martins (2006) obtiveram 3 isolados de suínos após abate, num 
estudo sobre o relacionamento entre o isolamento de Salmonella em diversos tecidos e a 
contaminação exterior da carcaça na linha de abate. Os perfis obtidos por PFGE revelaram 
um baixo grau de semelhança entre os isolados que, apesar de terem origem na mesma 
exploração, foram isolados em datas diferentes. Durante o estudo de base sobre a 
prevalência de Salmonella em porcos de abate em 2006-2007 da EFSA (2008), 17 em 658 
amostras recolhidas em matadouros portugueses, 10.9% dos isolados, foram positivas ao 
isolamento de S. 4,[5],12:i:-, enquanto no estudo de base sobre a prevalência em suínos 
reprodutores e de produção um ano mais tarde (EFSA, 2009) 2 isolados foram obtidos, 
sendo a amostragem bastante inferior (n=38), constituindo 5.3% dos isolados de Salmonella 
e presente em 13.3% das instalações. Antunes et al (2011), detetaram as duas variantes do 
serovar, espanhola e europeia, demonstrando a presença de estirpes de ambas as 
linhagens no país. O estudo mais recente (Gomes-Neves et al, 2012) incidiu na 
contaminação cruzada com Salmonella nos matadouros portugueses, onde os 3 isolados de 
S. 4,[5],12:i:- foram incluídos no mesmo grupo clonal que 8 isolados de S. Typhimurium DT 
104, um fagotipo aparentado com o U302 (Rabsch et al, 2002). 
 
2.1.3.3. Resistência aos antibióticos 
A resistência aos antibióticos põe em causa a eficácia do tratamento de infeções causadas 
por vários microrganismos e Salmonella não é exceção, sendo particularmente relevante 
nos casos de doença invasiva onde o recurso a antibióticos é necessário e uma 
antibioterapia eficaz potencialmente vital para a sobrevivência do doente. A resistência a 
vários grupos de antibióticos tem-se manifestado em vários serovares, incluindo em S. 
Typhimurium monofásica (Ng, Mulvey, Martin, Peters & Johnson, 1999; Gebreyes & Altier, 
2002; Yang et al, 2002; del Cerro et al, 2003; Randall, Cooles, Osborn, Piddock & 
Woodward, 2004; Miko, Pries, Schroeter & Helmuth, 2005; Chiu et al, 2006; Shahada, 
Amamoto, Chuma, Shirai & Okamoto, 2007; Gunell et al, 2009; Dahshan, Shahada, Chuma, 
Moriki & Okamoto, 2010; Hauser et al, 2010; Hopkins et al, 2010; Lucarelli et al, 2010; Caleja 
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et al, 2011; Hur, Jawale & Lee, 2011; Veldman et al, 2011). A ocorrência de resistência a 
antibióticos num serovar em expansão é motivo para preocupação, representando uma 
ameaça à saúde pública (BIOHAZ, 2010). É por isso crucial o conhecimento dos diferentes 
mecanismos de resistência e deteção dos genes responsáveis necessários à vigilância da 
resistência antimicrobiana e a determinação do melhor curso terapêutico a tomar. 
Os aminoglicosídeos, grupo de que fazem parte a estreptomicina e a gentamicina, são 
antibióticos com um espectro de ação relativamente alargado, englobando Gram negativos, 
estafilococos e micobactérias (Shakil, Khan, Zarrili & Khan, 2008). São antibióticos cujo 
mecanismo de ação consiste na inibição da síntese proteica através da ligação ao ARN 
ribossómico 16S, impedindo a ligação do ARNm ao ribossoma (Shakil et al, 2008). Vários 
mecanismos de resistência aos aminoglicosídeos têm sido estudados, mas o mecanismo 
mais relevante em Salmonella consiste na alteração do antibiótico através de ação 
enzimática (Hur et al, 2011). Estas enzimas encontram-se frequentemente associadas a 
elementos genéticos móveis como os plasmídeos, facilitando a disseminação desta 
resistência inter e intraespécie (Shaw, Rather, Hare & Miller, 1993; Shakil et al, 2008), e são 
classificadas em três grupos: acetiltransferases, adeniltransferases e fosfotransferases 
(Shaw et al, 1993). 
A resistência à estreptomicina é uma das mais comuns em Salmonella (Madsen, Aarestrup 
& Olsen, 2000) e no serovar Typhimurium monofásico (BIOHAZ, 2010). Encontra-se 
presente nas duas variantes, tendo a particularidade de ser codificada por genes diferentes 
consoante a linhagem de origem, espanhola ou europeia. Na variante espanhola, a 
resistência é causada por uma adeniltransferase codificada pelo gene aadA, que é 
frequentemente associado a integrões (Madsen et al, 2000; Lucarelli et al, 2010). Por outro 
lado, os genes determinantes de resistência à estreptomicina na variante europeia são 
fosfotransferases de base cromossómica, strA e strB (Lucarelli et al, 2010). 
Outro aminoglicosídeo cuja resistência é relevante em Salmonella é a gentamicina. Este é 
um dos aminoglicosídeos mais utilizados (Shakil et al, 2008), pelo que a ocorrência de 
resistência a este antibiótico constitui um grave risco de falha terapêutica. Um dos genes 
responsáveis por esta resistência em Salmonella é o gene aac(3)-IV, codificante de uma 
acetiltransferase com a particularidade de induzir resistência não só à gentamicina como à 
apramicina (Chaslus-Dancla, Martel, Carlier, Lafont & Courvalin, 1986). Este gene, 
associado a plasmídeos, apenas foi detetado nos isolados de S. Typhimurium monofásica 
pertencentes ao fagotipo U302, até agora não fazendo parte do repertório genético das 
estirpes de linhagem europeia (BIOHAZ, 2010). 
Os beta-lactâmicos são outra classe de antibióticos bacteriocidas, tendo um espectro de 
ação variável consoante o grupo e a geração do antibiótico (MacGowan, 2011). O seu 
mecanismo de ação baseia-se na inibição da produção de componentes necessários para a 
formação da parede bacteriana. Os beta-lactâmicos imitam a estrutura de um dos substratos 
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necessários à produção do peptidoglicano que forma a parede bacteriana, mas não são 
hidrolisáveis pelas enzimas, e a associação entre a enzima e o falso substrato induz um 
bloqueio da via metabólica de síntese da parede, eventualmente levando à entrada de água 
na célula e à lise (Babic, Hujer & Bonomo, 2006; Hur et al, 2011).  
Tal como para os aminoglicosídeos, o mecanismo principal de resistência aos beta-
lactâmicos em Salmonella consiste na produção de enzimas, denominadas beta-
lactamases, capazes de degradarem estes antibióticos (Hur et al, 2011). Estas enzimas 
podem ser categorizadas com base na sequência de aminoácidos da enzima – classes 
Ambler de A a D – e no perfil de substratos e inibidores – grupos Bush de 1 a 4 – (Babic et 
al, 2006). As beta-lactamases detetadas em S. Typhimurium monofásica são sobretudo 
pertencentes à classe Ambler A, grupo Bush 2b (penicilinases de largo espetro, susceptíveis 
ao ácido clavulânico), e conferem resistência às penicilinas como a ampicilina e a 
amoxicilina (Babic et al, 2006). As mais comuns pertencem ao grupo TEM, podem ter 
localização cromossómica ou móvel, e estão presentes nas duas variantes do serovar, 
tendo a beta-lactamase sido classificada como TEM-1 (BIOHAZ, 2010; Lucarelli et al, 2010). 
Outro grupo importante de enzimas é o das beta-lactamases de espetro alargado (“extended 
spectrum beta-lactamases”, ESBLs), pertencentes à classe Ambler A e grupo Bush 2be. As 
ESBLs têm sido cada vez mais encontradas em bactérias de Gram-negativo, e Salmonella 
não é excepção. Uma família emergente de ESBLs em particular, a CTX-M, tem-se 
disseminado por vários géneros, conferindo resistência a cefalosporinas de 3ª geração como 
a cefotaxima e a ceftriaxona (Babic et al, 2006; Hur et al, 2011), e já foi detetada em 
Salmonella (Madec, Doublet, Ponsin, Cloeckaert & Haenni, 2011), o que pode levar a falhas 
críticas na terapêutica de infeções invasivas em crianças, onde estes antibióticos são 
primeira escolha. 
As fluoroquinolonas são antibióticos de largo espectro utilizados no tratamento eficaz de 
uma vasta gama de infeções em humanos e animais (Hopkins, Davies & Threlfall, 2005). O 
mecanismo de ação das fluoroquinolonas consiste na inibição de duas enzimas, a ADN 
girase e a topoisomerase IV. Estas enzimas são indispensáveis à síntese do ADN 
bacteriano, sendo responsáveis pela regulação do super enrolamento das cadeias de ADN e 
pela sua separação para o processo de replicação. Estas funções são inativadas quando as 
fluoroquinolonas se ligam às subunidades que compõem estas enzimas, impedindo a 
transcrição e replicação do ADN e eventualmente causando a morte da bactéria (Hopkins et 
al, 2005; Fàbrega, Sánchez-Céspedes, Soto & Villa, 2008). Tendo em conta que o 
mecanismo de ação das quinolonas é transversal a todos os antibióticos desta classe, 
qualquer mecanismo de resistência manifestado nos locais de ligação entre as 
fluoroquinolonas e as enzimas poderá afetar todos os compostos (em graus variáveis), 
independentemente de ter sido gerado pela exposição a uma quinolona mais antiga, como o 
ácido nalidíxico, ou a uma mais recente, como a enrofloxacina (Hopkins et al, 2005). A forma 
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mais conhecida de resistência consiste precisamente no aparecimento de mutações 
pontuais nos genes das subunidades que codificam a girase e a topoisomerase. No entanto, 
outros determinantes de resistência às quinolonas foram identificados em plasmídeos 
(Hopkins et al, 2005), entre os quais se incluem os genes qnr. Estes genes codificam uma 
proteína que interage com a ADN girase e que fornece algum grau de proteção à enzima da 
ação das quinolonas, conferindo um nível diminuído de susceptibilidade que potencia o 
aparecimento de resistência às fluoroquinolonas (Hopkins et al, 2005). Estes determinantes 
já foram encontrados em Salmonella (Gunell et al, 2009; Veldman et al, 2011), apesar de 
não terem ainda sido detetados em S. Typhimurium monofásica. 
O cloranfenicol é um antibiótico de utilização controversa devido à toxicidade nos 
precursores de várias linhas celulares (Schwarz, Kehrenberg, Doublet & Cloaeckaert, 2004), 
sendo de especial relevência a ocorrência de anemia aplástica (Spinosa, Górniak & 
Bernardi, 2006). Em humanos, o cloranfenicol encontra-se reservado para um número 
limitado de doenças muito graves, como meningites bacterianas. Já a utilização em animais 
de produção foi banida na União Europeia, por preocupações relacionadas com a 
persistência do antibiótico nas carcaças e a manifestação dos efeitos adversos nos 
consumidores. É utilizado, como substituto, um derivado disponível apenas para medicina 
veterinária, o florfenicol, no controlo de infeções do trato respiratório (Schwarz et al, 2004), 
pois a anemia aplástica encontra-se relacionada com um grupo químico que apenas se 
encontra presente no cloranfenicol (Spinosa et al, 2006). O mecanismo de ação consiste no 
bloqueio da atividade ribossomal através da ligação à subunidade 50S, impedindo a ligação 
e a movimentação dos substratos no centro ativo do ribossoma e o fim da tradução 
(Xaplanteri, Andreou, Dino & Kalpaxis, 2003). A resistência a estes antibióticos em 
Salmonella consiste sobretudo na ação de bombas de efluxo (Hur et al, 2011) associadas 
aos genes cmlA e floR, localizados em plasmídeos, e é relativamente frequente nas estirpes 
U302 de S. Typhimurium monofásica (del Cerro et al, 2003; BIOHAZ, 2010). 
De largo espectro de ação, as tetraciclinas são utilizadas em larga escala sobretudo a nível 
veterinário, encontrando-se, no entanto, a sua eficácia reduzida hoje em dia pela 
prevalência elevada de resistência a estes antibióticos (Chopra & Roberts, 2001). O seu 
mecanismo de ação consiste na inibição da associação do ARNt ao ribossoma, impedindo a 
produção das proteínas necessárias ao metabolismo da bactéria (Chopra & Roberts, 2001). 
A resistência às tetraciclinas está associada a bombas de efluxo (Hur et al, 2011). Estas são 
codificadas pelos genes tet e são comuns em S. Typhimurium monofásica, existindo a 
associação entre variantes específicas do gene, tet(A) e tet(B), às linhagens espanhola e 
europeia respetivamente (BIOHAZ, 2010). 
As sulfonamidas e a sua combinação com o trimetoprim apresentam um espectro de ação 
que alcança tanto bactérias de Gram-positivo como de Gram-negativo. Ambos os 
compostos são direcionados para atuarem sobre a via metabólica do folato, responsável 
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pela síntese de ADN, em dois pontos diferentes: as sulfonamidas atuam como um substrato 
alternativo ao ácido para-aminobenzoico, a base para a síntese de pirimidinas, inibindo 
competitivamente a ação da enzima dihidropteroato-sintase; o trimetoprim exerce a mesma 
ação mas mais à frente na via metabólica, atuando como substituto do dihidrofolato na 
enzima respetiva, a dihidrofolato-redutase (Olliaro, 2001). Apesar de existir resistência 
cromossómica relacionada com mutação dos genes codificantes das enzimas-alvo (Olliaro, 
2001), o principal mecanismo de resistência a estes antibióticos consiste na substituição por 
inteiro dessas enzimas, susceptíveis, por outras que têm afinidade reduzida para os 
antibióticos (Hur et al, 2011). Apenas três genes foram descobertos até agora como 
responsáveis pela resistência às sulfonamidas, sul1, sul2 e sul3, enquanto mais de 20 
genes determinantes de resistência ao trimetoprim (dfr) foram reportados (Alekshun & Levy, 
2007). O gene sul1 e os diferentes dfr encontram-se descritos na variante espanhola de S. 
4,[5],12:i:-, associados a integrões, enquanto o gene sul2 tem sido reportado na variante 
europeia (BIOHAZ, 2010). 
 
2.1.3.4. Técnicas de identificação de S. 4,[5],12:i:- 
2.1.3.4.1. Isolamento 
As técnicas de monitorização da presença de Salmonella spp. em vários tipos de amostras 
(alimentos, alimentação animal e produção primária) estão incluídas na legislação europeia, 
no Regulamento No 1441/2007 da Comissão Europeia (BIOHAZ, 2010), consistindo em 
protocolos formulados pela Organização Internacional para a Estandardização (ISO). O 
protocolo EN ISO 6579 (Anónimo, 2002) é o preconizado para o processamento de 
amostras de alimentos e de alimentação animal e o Anexo D do mesmo ISO (Anónimo, 
2007) para o processamento de amostras provenientes da produção primária, como fezes e 
pó, distinguindo-os os meios seletivos utilizados. Para o processamento de amostras de 
alimentos e alimentação animal, dois meios líquidos seletivos são utilizados – Caldo 
Rappaport-Vassiliadis com Soja (“Rappaport Vassiliadis Broth with Soy”, RVS) e Muller-
Kauffmann Tetrationato com novobiocina. Para as amostras de produção primária, um meio 
semi-sólido, baseado no RVS mas com agar incorporado, o agar Rappaport Vassiliadis 
Semi-sólido (“Modified Semi-Solid Rappaport Vassiliadis”, MSRV), é o preconizado, 
adicionando-se como fator de seleção a motilidade – migração a partir do ponto de 
inoculação. A variante monofásica de S. Typhimurium produz apenas uma fase flagelar, o 
que poderia influenciar negativamente o isolamento a partir de meios seletivos, 
nomeadamente de MSRV dada a componente semi-sólida; no entanto, o serovar mantém-






2.1.3.4.2. Identificação de género 
Vários métodos podem ser utilizados para a confirmação do género como Salmonella spp. A 
ISO 6579 (Anónimo, 2002) preconiza a realização de testes bioquímicos, com a 
possibilidade de classificação até ao nível de subespécie. Com o objetivo de diminuir o 
tempo necessário para o diagnóstico em comparação com os métodos convencionais, 
vários investigadores (Malorny, Hoorfar, Bunge & Helmuth, 2003; Salehi, Mahzounieh & 
Saeedzadeh, 2005; Kim & Bhunia, 2008; Levin, 2009) estudaram diversas técnicas, tais 
como novos meios seletivos, protocolos de isolamento diferentes, e vários protocolos de 
PCR e ELISA, entre outros. Um dos métodos mais utilizado e mais facilmente aplicado 
consiste na deteção do gene invA. O gene invA é um gene de virulência que codifica uma 
proteína essencial para a invasão das células epiteliais do intestino, encontrando-se 
presente na larga maioria dos isolados de diferentes serovares (Bülte & Jakob, 1995; 
Malorny et al, 2003; Salehi et al, 2005), incluindo S. Typhimurium monofásica (Guerra et al, 
2000; Antunes et al, 2011). Um estudo interlaboratorial efetuado por Malorny et al (2003) 
determinou o gene invA como sendo o mais específico na distinção entre Salmonella e 
outros géneros comparativamente a outros genes de virulência também utilizados. 
 
2.1.3.4.3. Identificação de serovar 
A serotipificação é o método de eleição para a determinação de serovares, como já foi 
referido, mas a confirmação da ausência de uma fase não é 100% comprovável com base 
apenas em testes serológicos. A EFSA (BIOHAZ, 2010) recomenda a utilização de métodos 
genotípicos para a distinção de S. Typhimurium monofásica de outros serovares do mesmo 
grupo O e fase flagelar i que o serovar Typhimurium, e a confirmação da ausência da fase 
fljB, nomeadamente através de um protocolo de multiplex PCR desenvolvido por Tennant et 
al (2010). Este protocolo consiste na utilização de dois pares de oligonucleótidos, cada um 
com uma função específica: 
 Um par é responsável pela amplificação da região intergénica localizada entre as 
duas fases flagelares, fljB-fljA, igual ao usado por Echeita et al (2001). No serovar 
Typhimurium e na variante monofásica, esta região intergénica tem especificamente 
1000pb, enquanto nos outros serovares são amplificadas regiões com apenas 250pb 
(Echeita et al, 2001; Tennant et al, 2010). 
 O segundo par (Vanegas & Joys, 1995) é direcionado para a amplificação do gene 
fljB, dando origem a um produto de PCR de 1389pb no caso de se tratar de serovares 
bifásicos como o Typhimurium ou não amplificando o gene em caso de ausência, 
confirmando assim o carácter monofásico do isolado. 
O PCR multiplex é um método rápido e permite a distinção entre S. Typhimurium, variante 
monofásica e os outros serovares, com a exceção de S. Farsta (Tennant et al, 2010). Este 
serovar apenas se distingue de S. Typhimurium devido à segunda fase flagelar (e,n,x) e é o 
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único serovar não relacionado com Typhimurium que também produz uma banda de 
1000pb. No entanto, este é um serovar muito raro (Tennant et al, 2010; BIOHAZ, 2010) e a 
distinção é possível através de serotipificação. 
 
2.1.3.4.4. Caracterização de S. 4,[5],12:i:-  
É possível aprofundar o estudo de isolados de S. 4,[5],12:i:- para além da identificação do 
serovar, existindo várias técnicas laboratoriais que se podem utilizar. Apesar de 
pertencerem ao mesmo serovar, estirpes isoladas em locais diferentes, ou até do mesmo 
animal, podem ter características distintas cujo estudo é relevante do ponto de vista 
epidemiológico, permitindo determinar com maior precisão a relação entre diferentes 
isolados (Tenover et al, 1995; Yan et al, 2003; Tizard, 2004; Gebreyes et al, 2009; BIOHAZ, 
2010). 
 
2.1.3.4.4.1. Tipificação por bacteriófagos 
A tipificação por bacteriófagos consiste na exposição da bactéria em estudo a um painel de 
bacteriófagos predefinido e na observação da susceptibilidade a cada vírus através da 
ocorrência de lise, formando um fagotipo que pode então ser comparado entre diferentes 
estirpes (Rabsch et al, 2002). 
O serovar 4,[5],12:i:- produz padrões de lise iguais aos do serovar Typhimurium, não 
havendo influência por parte da ausência do segundo flagelo nos padrões obtidos (Echeita 
et al, 1999; Amavisit et al, 2005; Hopkins et al, 2010), e mais de 200 tipos definitivos 
(“definitive type”, DT) são reconhecidos hoje em dia para o serovar Typhimurium (Liebana et 
al, 2002; Rabsch et al, 2002; BIOHAZ, 2010). Vários padrões têm sido identificados na 
variante monofásica, e alguns têm sido associados a linhagens com características 
específicas: a variante „espanhola‟ identificada inicialmente por Echeita et al (1999) é 
associada ao padrão U302 (BIOHAZ, 2010), enquanto os clones que têm sido detetados em 
outros países europeus (Hauser et al, 2010; Hopkins et al, 2010; Lucarelli et al, 2010) estão 
associados sobretudo aos padrões DT 193 e DT 120. 
Apesar de permitir uma boa diferenciação noutros serovares (como S. Enteritidis) (Nauerby, 
Pedersen, Dietz & Madsen, 2000), em áreas de prevalência alta de um determinado padrão 
esta técnica não é suficientemente discriminatória para estudos epidemiológicos (Liebana et 
al, 2002), e um DT pode ser partilhado por várias linhagens clonais diferentes (Hopkins et al, 
2010). 
 
2.1.3.4.4.2. Caracterização de plasmídeos 
Os plasmídeos consistem em elementos móveis de ADN de dupla cadeia de tamanho 
variável e de replicação autónoma do ADN cromossómico bacteriano (Turner, Cooper & 
Lenski, 1998). Para além da transmissão horizontal entre bactérias de diferentes clones e 
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até diferentes espécies, através de conjugação bacteriana (Boyd & Hartl, 1997; Carattoli, 
2009), a transmissão vertical de plasmídeos também é possível, conferindo aos 
descendentes o mesmo conteúdo plasmídico que a bactéria original (Millemann, Lesage, 
Chaslus-Dancla & Lafont, 1995; Carattoli 2009). Esta facilidade de transmissão, combinada 
com a integração de outros elementos móveis nos próprios plasmídeos, torna-os uma das 
principais formas de propagação de diferentes genes de virulência e resistência a 
antibióticos, possibilitando a adaptação das bactérias a ambientes previamente hostis 
(Carattoli, 2003; Carattoli, 2009; Anjum et al, 2011). O estudo dos plasmídeos presentes nas 
estirpes microbianas consiste num dos meios de comparação da relação entre diferentes 
isolados, tendo feito parte da metodologia em estudos prévios de transmissão mãe-filho 
(Tannock, Fuller, Smith & Hall, 1990) e de determinação da relação entre isolados, em 
conjunção com outras técnicas (Stubbs, Hickman-Brenner, Cameron & Farmer, 1994; 
Millemann et al, 1995; Guerra et al, 2000; del Cerro et al, 2003; Tavechio et al, 2009; Hauser 
et al, 2010; Ido et al, 2011). 
Vários parâmetros são utilizados na caracterização de plasmídeos, como o tamanho, os 
genes de virulência ou antibiorresistência inseridos no plasmídeo e os genes de controlo da 
replicação. No entanto, apenas o estudo dos genes de controlo da replicação permite uma 
classificação formal dos plasmídeos, dado que fazem parte da estrutura necessária para 
uma replicação bem-sucedida e portanto constituindo-se como os genes mais estáveis do 
plasmídeo (Carattoli, 2009). A identificação dos genes de controlo da replicação era 
geralmente feita com base em testes de incompatibilidade – dois plasmídeos com os 
mesmos genes de controlo de replicação não se conseguem propagar de forma estável na 
mesma célula, pelo que, durante a conjugação de duas bactérias, apenas o plasmídeo 
previamente presente se mantém na bactéria recetora (Carattoli, 2009). Hoje em dia, a 
abordagem consiste na amplificação da região de replicação, ou replicão, através de PCR, 
pelo esquema desenvolvido por Carattoli et al (2005), otimizado para a deteção dos 
principais replicões. Ainda assim, o melhor método de estudo dos plasmídeos é a 
sequenciação total do ADN plasmídico, o único que permite a identificação de novas famílias 
de plasmídeos (Carattoli, 2009). 
A presença de plasmídeos nas diferentes linhagens de S. 4,[5],12:i:- é bastante variável, 
com a deteção de grandes plasmídeos (mais de 90kpb) de virulência e resistência nalgumas 
estirpes e a ausência total destes elementos genéticos noutras (Switt et al, 2009; BIOHAZ, 
2010; Anjum et al, 2011) 
 
2.1.3.4.4.3. Eletroforese em gel por campo pulsado (PFGE) 
Considerado o “gold standard” das técnicas de diferenciação molecular de Salmonella 
(Levin, 2009; Wattiau, Boland & Bertrand, 2011), a PFGE é uma técnica altamente 
discriminatória utilizada frequentemente em estudos epidemiológicos (Vieira-Pinto et al, 
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2006; Weill et al, 2006; Soyer et al, 2009; Centers for Disease Control and Prevention [CDC], 
2010a; CDC, 2010b; Hopkins et al, 2010; Long et al, 2010; Mody et al, 2011; Gomes-Neves 
et al, 2012). 
Através da clivagem com enzimas de restrição, a PFGE permite obter um perfil de restrição 
do ADN bacteriano e comparar os diferentes perfis entre si para avaliar a clonalidade 
(Tenover et al, 1995), possibilitando a visualização de fragmentos de ADN de dimensão 
muito grande (de 10 a 800 kpb) (Olive & Bean, 1999). Ao longo dos anos, vários métodos e 
critérios foram desenvolvidos para classificar os perfis e determinar qual o seu grau de 
semelhança (Tenover et al, 1995; McDougal et al, 2003; Carriço et al, 2005). Perfis com seis 
ou menos bandas de diferença (Tenover et al, 1995) ou 80% de semelhança entre si 
(Carriço et al, 2005) são considerados da mesma linhagem genética, e portanto parte do 
mesmo grupo clonal. Dentro do grupo clonal podem estar presentes clones derivados do 
mesmo evento epidemiológico; estes clones apresentam um grau de semelhança mais 
elevado, com apenas três ou menos bandas de diferença (Tenover et al, 1995) ou 97% de 
semelhança entre si (Carriço et al, 2005), e são classificados em subgrupos clonais. 
Um dos problemas associados a esta técnica consiste na dificuldade de comparação 
interlaboratorial, dada a variabilidade de protocolos (Levin, 2009; Wattiau et al, 2011). Uma 
rede internacional, a “PulseNet”, foi desenvolvida com o fim de harmonizar a metodologia 
entre diferentes laboratórios e possibilitar a partilha de dados e a comparação entre perfis de 
vários géneros microbianos, incluindo Salmonella (Hunter et al, 2005; Gatto et al, 2006; 
Boxrud, Monson, Stiles et al, 2010; Lucarelli et al, 2010). 
A PFGE é uma técnica muito utilizada no estudo de S. 4,[5],12:i:-, e um perfil, STYMXB.131 
de acordo com a nomenclatura da PulseNet, foi detetado a circular pela Europa, associado 
ao fagotipo mais comum, DT 193 (Hauser et al, 2010; Hopkins et al, 2010; Lucarelli et al, 
2010), refletindo a capacidade de adaptação deste serovar. 
 
2.1.3.4.4.4. Tipagem de sequência multilocus (MLST) 
A tipagem de sequência multilocus, ou MLST (“multilocus sequence typing”), consiste na 
amplificação de fragmentos nucleotídicos internos de 7 genes estruturais e comparação das 
sequências obtidas com todas as sequências previamente identificadas, designando 
números como identificação dos alelos para cada locus. A combinação numérica dos 7 
alelos forma a sequência tipo (“sequence type”, ST), e é utilizada no estudo da clonalidade e 
da divergência genética entre diferentes estirpes (Aanensen & Spratt, 2005). 
O primeiro esquema desenvolvido para Salmonella teve como objetivo o estudo comparativo 
de S. Typhi com os serovares não-tifoides (Kidgell et al, 2002). Apesar de não ter tido 
sucesso em diferenciar os isolados de S. Typhi entre si (Kidgell et al, 2002), a discriminação 
entre os serovares não-tifoides foi satisfatória, e este protocolo continua a ser o mais 
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utilizado hoje em dia (Wattiau et al, 2011), com uma base de dados acessível online 
(http://mlst.ucc.ie/mlst).  
Outros esquemas foram criados ao longo dos anos (Soyer et al, 2009; Liu et al, 2011; 
Wattiau et al, 2011; Achtmann et al, 2012), baseados em outros grupos de genes, e apesar 
de esquemas mais recentes terem um poder discriminatório superior, incluindo um protocolo 
com sensibilidade superior ao “gold standard” na avaliação de clonalidade, PFGE (Liu et al, 
2011), o protocolo de Kidgell et al (2002) tem sido o usado nos estudos da variante 
monofásica de S. Typhimurium (BIOHAZ, 2010; Antunes et al, 2011), com deteção de 
diferentes ST típicos de S. Typhimurium na variante. 
 
2.1.3.4.4.5. Análise de repetições em tandem de número variável multilocus (MLVA) 
Semelhante à MLST, a análise de repetições em tandem de número variável multilocus, ou 
“multilocus variable number of tandem repeat analysis” (MLVA), incide na amplificação por 
PCR de vários loci de ADN repetitivo existentes em genes ou regiões intergénicas (van 
Belkum, 2007). Estas repetições, chamadas repetições em tandem de número variável 
(“variable number tandem repeats”, VNTR) podem variar entre diferentes estirpes, não só no 
número de repetições presentes, mas também na própria unidade de repetição. Quando 
comparada com outras técnicas moleculares, a MLVA apresenta um poder de discriminação 
entre estirpes superior à MLST e semelhante à PFGE, com a vantagem relativamente à 
PFGE de ser um método baseado em PCR (Malachowa et al, 2005). No entanto, cada 
espécie, e por vezes serovar, requer uma otimização do protocolo de base, incluindo a 
escolha de primers apropriados e ajuste dos protocolos de PCR, e podem ocorrer artefactos 
devido a erros de cópia das repetições durante o PCR (van Belkum, 2007). 
Lindstedt, Heir, Gjernes e Kapperud (2003) desenvolveram o protocolo de MLVA para 
Salmonella como recurso para discriminar, com sucesso, entre estirpes de S. Typhimurium 
com um perfil de PFGE aparentemente homogéneo, continuando este protocolo a ser 
utilizado hoje em dia, incluindo no estudo da variante monofásica (Hauser et al, 2010; 
Hopkins et al, 2010; Kurosawa et al, 2012). 
 
2.1.3.5. Vias de transmissão 
A S. Typhimurium monofásica apresenta uma patogenia semelhante aos outros serovares 
não-tifóides e encontra-se associada, como estes serovares, sobretudo a uma via de 
transmissão fecal-oral. A porta de entrada mais importante consiste na via oral. Apesar das 
evidências que apontam para a existência de uma via de transmissão aérea, esta não foi 
reportada até à data em S. Typhimurium monofásica. O serovar monofásico foi detetado nos 
linfonodos mesentéricos e no íleo em suínos, (Vieira-Pinto et al, 2006), locais que não 
devem ser subestimados como potenciais fontes de contaminação durante o abate e que 
podem promover a disseminação de Salmonella, não só na carcaça como também na 
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própria linha de abate (Vieira-Pinto et al, 2006; Boyen et al, 2008). Outros locais de 
isolamento, onde já foi detetada S. Typhimurium (tonsilas e linfonodos mandibulares), 
poderão também ser importantes, dada a relação entre os dois serovares (Vieira-Pinto et al, 
2006). 
Tal como para os restantes serovares, é completamente desconhecido o papel da 
transmissão mãe-descendente na propagação de S. Typhimurium monofásica. Tendo em 
conta o peso crescente deste serovar no quadro geral da salmonelose e a sua relação com 
o serovar Typhimurium – outro serovar de grande importância (EFSA & ECDC, 2012) –, S. 
4,[5],12:i:- é um potencial ponto de partida para estudar esta via de transmissão e 
determinar se esta via tem alguma influência na disseminação deste serovar (e 




O objetivo deste estudo foi determinar a existência ou não de transmissão de Salmonella 
Typhimurium monofásica entre porca e leitão logo após o nascimento, com recurso a 
métodos fenotípicos e genotípicos para comparar os isolados e avaliar semelhança entre si. 
Para tal definiu-se como necessário: 
 - Isolar e identificar Salmonella Typhimurium monofásica na amostra em estudo 
(n=80) com base em métodos estandardizados (Anónimo, 2007), e confirmar o género e o 
serovar por PCR para determinar a existência ou não de famílias (porca e pelo menos um 
descendente) portadoras. 
 - Determinar os padrões de resistência a antibióticos com base nos métodos 
fenotípicos, de difusão de disco e de determinação da concentração inibitória mínima 
segundo as indicações do “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI), e genotípicos 
através de PCR e multiplex PCR. 
 - Extrair e determinar o tamanho de plasmídeos presentes nos isolados após 
linearização. 
 - Avaliar a clonalidade através de PFGE e classificar em grupo e subgrupo clonal. 
Outro objetivo consistiu no estudo da porca portadora de S. Typhimurium monofásica como 
fator de risco para os descendentes serem também portadores, com recurso ao Teste 
Exacto de Fisher. 
 
 
4. Materiais e Métodos 
4.1. Origem das amostras 
As amostras utilizadas no desenvolvimento deste trabalho foram obtidas no âmbito do 
Projeto PTDC/SAU-SAP/113651/2009, e foram recolhidas de uma exploração industrial de 
produção suinícola intensiva. A exploração localiza-se no Alentejo, distrito de Évora, sendo 
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uma exploração de reprodução e recria com 600 porcas reprodutoras selecionadas dentro 
da própria exploração. A maternidade é composta por dois pavilhões, com quatro salas cada 
pavilhão e quarenta porcas por sala chão em cimento com grelha, ventilado por ventoinhas 
e camas compostas por tiras de jornal. Os pavilhões são desinfetados após cada ciclo 
produtivo com desinfetante comercial; no entanto, o vazio sanitário não é completo. A 
exploração apresenta um rodilúvio à entrada, tem em prática programas de controlo de 
pragas e os efluentes são tratados em lagoas, As porcas são alimentadas com granulado 
não medicamentado produzido pela empresa onde se insere a exploração e armazenado 
num barracão regularmente desratizado e desbaratizado, com alguma circulação de aves 
silvestres, e a água é proveniente de um furo próprio, tratada e desinfetada. Cada porca e 
respetiva ninhada não têm contacto com outros animais, estando dispostas em quatro filas 
por cada sala com as divisórias entre os diferentes ‟ninhos‟ compostas por muros de 
cimento e chapa. Dez porcas e sete leitões da ninhada de cada porca foram escolhidos ao 
acaso e amostras colhidas após o nascimento. No total, 10 porcas com uma idade 
aproximada de 2 anos e 70 leitões com 0 a 36 horas foram incluídos no estudo. 
Todas as amostras foram processadas no Laboratório de Resistência a Antibióticos e 
Biocidas (LRAB) – FMV. 
 
4.2. Isolamento e identificação de Salmonella spp 
Para o isolamento e identificação de Salmonella spp recorreu-se a uma adaptação do 




Figura 4 - Esquema de isolamento de Salmonella spp. praticado no Laboratório de 
Resistência a Antibióticos e Biocidas (Anónimo, 2007) 
 
 
De acordo com o tamanho do animal, procedeu-se a diferentes métodos de recolha de fezes 
e de enriquecimento. Em animais adultos, uma amostra de 25g de fezes foi recolhida do 
chão do alojamento para um saco de “Stomacher” e pré-enriquecida com 225 ml de água 
peptonada tamponada (Biokar, Beauvais, França) um meio líquido não seletivo, à 
temperatura ambiente (diluição 1:10). As amostras de leitões consistiram em zaragatoas 
rectais, colocadas em 5ml de água peptonada tamponada. Posteriormente, os dois tipos de 
amostras foram homogeneizados e incubados a 37ºC±1ºC durante 18h±2h. 
Após incubação foram semeadas três gotas equidistantes entre si, perfazendo um volume 
total de 100µl, em meio MSRV (Biokar, Beauvais, França), um primeiro meio seletivo para 
verificação da existência de motilidade. Procedeu-se à incubação das placas a 41,5ºC±1ºC, 
sendo os positivos avaliados 48h±3h depois (Figura 5). 
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Figura 5 - Comparação entre placas de MSRV (48h±3h) com crescimento positivo para 
Salmonella spp (A) e negativo (B). 
 
 
Com uma ansa de 1µl, colheu-se da zona limítrofe do halo de crescimento das placas 
consideradas positivas cultura para semear em agar Hektoen (Biokar, Beauvais, França) por 
esgotamento, outro meio seletivo, e incubadas a 37,5ºC±1ºC por 24h±3h. Em caso de 
dúvida, semeou-se ainda em meio “Xylose Lysine Deoxicholate” (XLD, Biokar, Beauvais, 
França), também seletivo, sendo incubadas a 37,5ºC±1ºC por 24h±3h (Figura 6). 
 
Figura 6 - Morfologia de Salmonella spp em placas de Hektoen (A) e XLD (B) (24h±3h) 
 
Das amostras suspeitas, procedeu-se à repicagem em agar “Triple Sugar Iron” (TSI, Biokar, 
Beauvais, França) em gelose inclinada e incubadas durante 24h±3h a 37ºC±1ºC. A 
aparência do agar e do crescimento bacteriano observado na rampa foram comparados com 
os resultados presentes na Tabela 1, e as amostras positivas para Salmonella spp 











Tabela 1 - Morfologia de Salmonella spp e outros géneros em TSI Agar (Quin, Certer, 
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Escherichia coli Amarela Amarelo com gás - 
Klebsiella pneumoniae Amarela Vermelho/Amarelo com gás - 
Pseudomonas aeruginosa Vermelha Amarelo sem gás - 
Shigella spp. Vermelha Amarelo com gás - 
Serratia marcescens Vermelha Amarelo sem gás - 
Enterobacter spp. Amarela Amarelo com gás - 
Hafnia alvei Vermelha Amarelo com gás - 
Citrobacter freundii Amarela Amarelo com gás + 
 
4.2.1. Serotipificação 
Como preparação para a serotipificação, as amostras positivas para Salmonella spp foram 
semeadas repetidamente em Agar Nutriente (Scharlau, Barcelona, Espanha) e incubadas a 
37ºC±1ºC durante 24h±3h para purificação da cultura. 
A serotipificação das colónias suspeitas foi feita com base no Esquema de Kauffmann-
White-Le Minor (Grimont & Weill, 2007) segundo o método de aglutinação, utilizando soros 
comerciais (Biorad, Madrid, Espanha) (Tabela 2). O princípio do teste consiste na ocorrência 
ou não de uma reação de aglutinação entre a bactéria suspeita e o soro – se a bactéria em 
causa apresenta os antigénios correspondentes, os anticorpos presentes no soro irão 
causar a aglutinação das bactérias, formando um precipitado granuloso indicativo de uma 
reação positiva; caso contrário, a suspensão bacteriana apresenta-se leitosa e homogénea, 
e portanto negativa. 
Uma gota de soro polivalente Omni-O (soro anti-género Salmonella) foi colocada sobre uma 
lâmina de vidro ao qual se juntou, com uma ansa de 10μl, um pouco de cultura pura da 
amostra suspeita. Homogeneizou-se até obter uma suspensão leitosa e, após leve agitação 
durante uns segundos, observou-se a suspensão com recurso a iluminação direta para 
detetar a presença ou não do aglutinado. Se a reação foi considerada positiva, continuou-se 
com os soros O polivalentes (OMA, OMB), utilizando a mesma metodologia para 















Após determinação do grupo somático, procedeu-se à determinação dos antigénios 
flagelares presentes seguindo um método semelhante; no entanto, como já foi referido, a 
presença das duas fases flagelares não é igual quantitativamente, ocorrendo a expressão 
mais acentuada de uma das fases flagelares, o que pode levar a uma interpretação errada 
de inexistência dessa fase devido a uma reação aparentemente negativa por falta de 
expressão. Assim, face a um resultado negativo de uma das fases, deve-se proceder ainda 
à „inversão de fase‟, ou seja, ao bloqueio do flagelo conhecido através de seroaglutinação, 
de modo a obrigar a expressão da segunda fase flagelar e, assim, proceder à sua 
identificação. No LRAB a inversão de fase é efetuada através do método de Sven-Gard em 
placa, segundo as recomendações do fabricante, e foi aplicada em todos os isolados 
positivos aos soros Omni-O, OMA, O:4,5, H:i e negativos a O:9. 
Resumidamente, 20 ml de agar Sven Gard (Biorad, Madrid, Espanha) foram aquecidos até 
aos 45ºC. Após o arrefecimento, misturou-se no agar ainda líquido 1 gota de soro SG2, que 
contém anticorpos contra o flagelo i, e distribuiu-se por placas.Após solidificação do agar, 
inoculou-se no centro de cada placa uma colónia pura do isolado com uma ansa de 1µl e 
incubou-se na estufa a 37,5ºC±1ºC por 24h±3h. Em caso de se verificar uma migração, 
concluiu-se que houve expressão do segundo flagelo, o que permitiu testar o soro H:1,2 
correspondente à segunda fase flagelar da S. Typhimurium. 
 
4.3. Susceptibilidade a antibióticos 
A determinação da susceptibilidade aos antibióticos foi executada após o isolamento e 
identificação da amostra como Salmonella spp, utilizando-se dois métodos diferentes: 
difusão de disco e determinação da concentração inibitória mínima (CIM) por microdiluição. 
Os dois procedimentos foram efetuados de acordo com os critérios estipulados pelo CLSI 
M31-A3 (CLSI, 2008). Os critérios de susceptibilidade considerados para cada antibiótico 
encontram-se listados no Anexo I. 
 
Soro Antigénio(s) alvo 
Omni-O Mistura de vários antigénios somáticos 





SG2 H:d, H:i, H:e,h 
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4.3.1. Teste de difusão de disco 
Após se efetuar a sementeira duma suspensão com o grau 0,5 da escala de McFarland em 
placas de Müeller-Hinton Agar (Biokar, Beauvais, França) de colónias de cultura pura de 
Salmonella spp, foram aplicados os discos (Oxoid, Hampshire, Reino Unido) dos seguintes 
antibióticos: ácido nalidíxico 30μg, amoxicilina 10μg, amoxicilina-ácido clavulânico 20/10μg, 
cefotaxima 30μg, ceftazidima 30μg, ceftiofur 30μg, cefoxitina 30μg, sulfonamidas compostas 
300μg e trimetoprim 5μg. Os discos foram posicionados de forma a permitir a ocorrência de 
sinergia ou antagonismo entre o disco de amoxicilina-ácido clavulânico com os discos de 
cefotaxima e ceftiofur, e cefoxitina, e assim detetar, respectivamente, a presença de β-
lactamases de espectro alargado ou cefalosporinases plasmídicas – teste do duplo disco. 
Após a colocação dos discos, as placas foram incubadas a 37ºC±1ºC durante 18h±2h. 
Os resultados foram interpretados de acordo com os critérios presentes no M31-A3 (CLSI, 
2008), tendo sido aplicados os critérios relativos à medicina humana – M100-S16 (CLSI, 
2006) – no caso dos antibióticos não abrangidos pela norma veterinária (ácido nalidíxico, 
cefotaxima, ceftazidima, cefoxitina e trimetoprim). 
 
4.3.2. Determinação da concentração inibitória mínima 
Para a determinação da CIM de diferentes antibióticos foram utilizados painéis de 
microdiluição comerciais VetMIC Stördjur (National Veterinary Institute, Uppsala, Suécia) 
vocacionados para a testagem de princípios ativos utilizados em animais de produção, com 
diferentes concentrações de antibiótico desidratado colocado no fundo de poços de 
microtitulação. O procedimento foi efetuado segundo as recomendações do fabricante. 
Os antibióticos testados consistiram em: ampicilina (1 - 8 µl), ceftiofur (0,25 - 2 µl), 
neomicina (4 - 32 µl), gentamicina (2 - 16 µl), estreptomicina (4 - 32 µl), 
sulfametoxazol/trimetoprim (9,5/0,5 - 76/4 µl), enrofloxacina (0,12 - 1 µl), oxitetraciclina (1 - 8 
µl) e florfenicol (2 - 16 µl). Foi considerada como CIM a menor concentração em que não 
ocorreu crescimento visível. 
Como base para a interpretação dos resultados utilizou-se o M31-A3 (CLSI, 2008), 
completando-se a informação referente aos critérios, nos casos dos antibióticos que não 
constavam do documento (estreptomicina e neomicina), com o constante das 
Recomendações 2010 para a medicina veterinária do Comité para o Antibiograma da 









4.4. Extração de ADN 
O método utilizado para extrair ADN das amostras baseia-se no método de fervura 
apresentado em Malorny et al (2003). Resumidamente, semeou-se uma colónia pura em 2 
ml de meio líquido Luria-Bertani (Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos da América) e 
incubou-se durante 24h±3h a 37ºC±1ºC. Seguidamente, transferiu-se 1 ml de cultura para 
um tubo de centrífuga de 1,5ml e centrifugou-se durante 5 minutos a 13 200 rpm, a 4ºC. O 
sobrenadante foi descartado, e as células ressuspensas em Tris-EDTA 10:1, submetendo-
se a um processo de fervura durante 10 minutos. Após a fervura, refrigeraram-se as 
amostras durante 30 segundos e levou-se a nova centrifugação, nos mesmos parâmetros da 
anterior. Por fim, retirou-se o ADN em suspensão para um novo tubo de centrífuga, 
descartando-se o sedimento. 
 
4.5. Reação de polimerização em cadeia (PCR) 
Para a confirmação da identificação dos isolados como Salmonella spp e serovares 
Typhimurium e variante monofásica, e deteção de genes de resistência associados com os 
antibióticos em estudo potencialmente presentes, foi utilizada a técnica de PCR 
(“Polymerase Chain Reaction”), com adaptação e implementação de vários protocolos 
conforme as condições necessárias para cada reação. O aparelho usado em todos os 
protocolos foi o termociclador Eppendorf Mastercycler (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). A 
Tabela 3 detalha os oligonucleótidos utilizados neste trabalho. 
 







invAf - 5' GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA 3' 







FFLIB - 5' CTGGCGACGATCTGTCGATG 3' 
RFLIA - 5' GCGGTATACAGTGAATTCAC 3' 
1000/250 
Echeita et al, 
2001 
fljB 
Sense 59 - 5' CAACAACAACCTGCAGCGTGTGCG 3' 





tetAf - 5' GTAATTCTGAGCACTGTCGC 3' 
tetAr - 5' CTGCCTGGACAACATTGCTT 3' 
937 
Guardabassi 
et al, 2000 
tet(B) 
tetBf - 5' CTCAGTATTCCAAGCCTTTG 3' 
tetBr - 5' CTAAGCACTTGTCTCCTGTT 3' 
416 
Guardabassi 
et al, 2000 
aadA 
aadAf - 5' GCAGCGCAATGACATTCTTG 3' 






aacC4f - 5' CTTCAGGATGGCAAGTTGGT 3' 
aacC4r - 5' TCATCTCGTTCTCCGCTCAT 3' 
416 








aaC6Ibf1- 5' ATATGCGGATCCAATGAGCAACGCAAAAACAAAGTTAG 3' 





floR1 - 5' CACGTTGAGCCTCTATAT 3' 
floR2 - 5' ATGCAGAAGTAGAACGCG 3' 
868 
del Cerro et 
al, 2003 
sul1 
sul1f - 5' TGGTGACGGTGTTCGGCATTC 3' 
sul1r - 5' GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG 3' 
769 
Mazel et al, 
2000 
sul2 
sul2f - 5' CGGCATCGTCAACATAAC 3' 





dfrIaf - 5' GTGAAACTATCACTAATGG 3' 
dfrIar - 5' TTAACCCTTTTGCCAGATTT 3' 
474 
Navia et al, 
2003 
blaTEM 
P1 - 5' TACGATACGGGAGGGCTTAC 3' 
P2 - 5' TTCCTGTTTTTGCTCACCCA 3' 
716 
Pomba et al, 
2006 
blaSHV 
shvf1 - 5' TCAGCGAAAAACACCTTG 3' 
shvr - 5' TCCCGCAGATAAATCACCA 3‟ 
471 
Pomba et al, 
2006 
blaOXA-1 
oxa1f - 5' TATCTACAGCAGCGCCAGTG 3' 
oxa1r - 5' CGCATCAAATGCCATAAGTG 3' 
199 
Pomba et al, 
2006 
blaCTX-M 
CTX f - 5' TTTGCGATGTGCCAGTACCAGTAA 3' 





qnrFMVF 225 - 5‟ CGTCTGTCTTTGGCCAACTT 3' 
qnrFMVR - 5' TGACTTCAGCCACTGTCAGC 3' 
225 
Pomba et al, 
2009 
qnrB 
qnrBFQ1 - 5' ATGACGCCATTACTGTATAA 3' 
qnrBFQ2 - 5' GATCGCAATGTGTGAAGTTT 3' 
562 
Jacoby et al, 
2006 
qnrS 
qnrSf - 5' ACGACATTCGTCAACTGCAA 3' 
qnrSr - 5' TAAATTGGCACCCTGTAGGC 3' 
417 
Gay et al, 
2006 
 
Após todos os PCR, os produtos foram submetidos a eletroforese com tris-borato-EDTA 
(TBE) 0.5x ou tris-acetato-EDTA (TAE) 1x em agarose (NZYTech, Lisboa, Portugal) com 
uma concentração de acordo com o peso molecular do produto em questão, corados com 
brometo de etídeo e visualizados através de transiluminação por UV (Thermal Imaging 
System FTI-500, Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, EUA). Em simultâneo com os 
produtos de PCR utilizou-se também um marcador de peso molecular consoante a sua 
dimensão: até 1000pb, NZYDNA Ladder V, 100-1000pb (NZYTech, Lisboa, Portugal); 
1000pb e superior, NZYDNA Ladder III, 100-10.000pb (NZYTech, Lisboa, Portugal). 
 
4.5.1. Confirmação de género 
A identificação dos isolados como Salmonella spp foi confirmada através de PCR com um 
protocolo adaptado de Malorny et al (2003) (Figura 7). Resumidamente, foi efetuada uma 
mistura para cada amostra com 25 µl de volume final de reação composta por 2 µl de ADN 
da amostra, 1 µl dos oligonucleótidos invAf (10 pmol) e invAr (10 pmol) 0,2 µl de Taq 
NZYTech (NZYTech, Lisboa, Portugal), 5 μl de tampão correspondente sem MgCl2, 1,5 μl de 
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MgCl2 (25 mM), 0,2 de desoxirribonucleótido trifosfatos (dNTP) (25 mM) e 14,1 μl de água 
MilliQ. O programa de amplificação consistiu nos seguintes passos: desnaturação inicial a 
94°C durante 2 minutos; 30 ciclos completos de desnaturação a 94°C durante 30 segundos, 
hibridação a 60°C durante 30 segundos e extensão a 72°C durante 1 minuto; e um ciclo final 
de extensão durante 10 minutos a 72°C.  
 
Figura 7 - Exemplo de eletroforese em agarose de produtos de PCR para deteção de invA 
 
Linha M – marcador de pesos moleculares  NZYDNA Ladder V, 1000, 800, 600, 500, 400, 300, 200 e 
100pb; Linha 1 – controlo positivo S. Typhimurium, gene invA 284pb; Linhas 2 a 9 – estirpes de S. 
4,[5],12:i:- isoladas de Porca FMV A, Leitão FMV A1, Leitão FMV A2, Leitão FMV A3, Leitão FMV A4, 
Leitão FMV A5, Leitão FMV A6 e Leitão FMV A7, positivas para invA; Linha 10 – controlo negativo 
sem ADN. 
 
4.5.2. Confirmação de serovar Typhimurium e diferenciação da variante monofásica 
Através da utilização de uma adaptação do PCR multiplex recomendado pela EFSA 
(BIOHAZ, 2010), procedeu-se à confirmação das amostras pertencentes ao grupo O:4,5 
como Typhimurium ou como a variante monofásica O:1,4,[5],12:i:-. A região intergénica fliB-
fliA e o gene fljB foram testados em separado. Ambas as misturas foram efetuadas para um 
volume final de reacção de 50 µl. Para a deteção da região intergénica fliB-fliA, compôs-se a 
mistura com 3 µl de ADN da amostra, 2 µl dos oligonucleótidos FFLIB (10 pmol) e RFLIA (10 
pmol), 0,4 µl de Taq NZYTech (NZYTech, Lisboa, Portugal), 10 μl de tampão 
correspondente sem MgCl2, 7 μl de MgCl2 (25 mM), 0,4 µl de dNTP (25 mM) e 25,2 μl de 
água MilliQ. A mistura para a deteção de fljB é semelhante, sendo utilizados como 
oligonucleótidos 1 µl de Sense 59 (10 pmol) e 1 µl de Antisense 83, com o ajuste da 
quantidade de água necessária para acertar o volume final. 
Um programa de amplificação diferente foi usado consoante o par de oligonucleótidos 
utilizado. O programa de amplificação da região intergénica fliB-fliA consistiu nos seguintes 
passos: desnaturação inicial a 94°C durante 2 minutos; 30 ciclos completos de desnaturação 
a 94°C durante 30 segundos, hibridação a 55°C durante 30 segundos e extensão a 72°C 
durante 1 minuto; e um ciclo final de extensão durante 10 minutos a 72°C. O programa de 
amplificação de fljB consistiu nos seguintes passos: desnaturação inicial a 95°C durante 2 
minutos; 30 ciclos completos de desnaturação a 95°C durante 30 segundos, hibridação a 
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64°C durante 30 segundos e extensão a 72°C durante 90 segundos; e um ciclo final de 
extensão durante 10 minutos a 72°C.  
 
4.5.3. Deteção de genes de resistência a tetraciclinas – tet(A) e tet(B) 
Para a deteção dos genes de resistência tet(A) e tet(B) utilizou-se um protocolo de PCR com 
um volume final de 25 µl por reação para ambos os genes, composto por 1 µl de ADN da 
amostra, 1 µl dos oligonucleótidos tetAf (10 pmol) e tetAr (10 pmol), ou tetBf (10 pmol) e 
tetBr (10 pmol) conforme o gene em estudo, 0,2 µl de Taq NZYTech (NZYTech, Lisboa, 
Portugal), 5 μl de tampão correspondente sem MgCl2, 1,5 μl de MgCl2 (25 mM), 0,2 de dNTP 
(25 mM) e 13,1 μl de água MilliQ. O programa de amplificação consistiu nos seguintes 
passos: desnaturação inicial a 94°C durante 7 minutos; 30 ciclos completos de desnaturação 
a 94°C durante 1 minuto, hibridação a 57°C durante 2 minutos e extensão a 72°C durante 1 
minuto; e um ciclo final de extensão durante 10 minutos a 72°C.  
 
4.5.4. Deteção de genes de resistência a aminoglicosídeos 
4.5.4.1. Estreptomicina - aadA 
Para a deteção do gene de resistência aadA utilizou-se um protocolo de PCR com um 
volume final de 25 µl por reação, composto por 1 µl de ADN da amostra, 1 µl dos 
oligonucleótidos aadAf (10 pmol) e aadAr (10 pmol), 0,2 µl de Taq NZYTech (NZYTech, 
Lisboa, Portugal), 5 μl de tampão correspondente sem MgCl2, 1,5 μl de MgCl2 (25 mM), 0,2 
de dNTP (25 mM) e 14,1 μl de água MilliQ. O programa de amplificação consistiu nos 
seguintes passos: desnaturação inicial a 94°C durante 7 minutos; 30 ciclos completos de 
desnaturação a 94°C durante 1 minuto, hibridação a 57°C durante 2 minutos e extensão a 
72°C durante 1 minuto; e um ciclo final de extensão durante 10 minutos a 72°C. 
 
4.5.4.2. Gentamicina – aac(3)-IV 
Para a deteção do gene de resistência aac(3)-IV utilizou-se um protocolo de PCR com um 
volume final de 50 µl por reação, composto por 2 µl de ADN da amostra, 2 µl dos 
oligonucleótidos aaC4f (10 pmol) e aaC4r (10 pmol), 0,4 µl de Taq NZYTech (NZYTech, 
Lisboa, Portugal), 10 μl de tampão correspondente sem MgCl2, 3 μl de MgCl2 (25 mM), 0,4 
de dNTP (25 mM) e 30,1 μl de água MilliQ. O programa de amplificação consistiu nos 
seguintes passos: desnaturação inicial a 94°C durante 5 minutos; 30 ciclos completos de 
desnaturação a 94°C durante 1 minuto, hibridação a 55°C durante 1 minuto e extensão a 
72°C durante 1 minuto; e um ciclo final de extensão durante 10 minutos a 72°C. 
 
4.5.4.3. Gentamicina – aac(6)-Ib 
Para a deteção do gene de resistência aac(6)-Ib utilizou-se um protocolo de PCR com um 
volume final de 25 µl por reação, composto por 3 µl de ADN da amostra, 1 µl dos 
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oligonucleótidos aaC6Ibf1 (10 pmol) e aaC6Ibr1 (10 pmol), 12,5 μl de Supreme NZYTaq 2x 
Green Master Mix (NZYTech, Lisboa, Portugal) e 7,5 μl de água MilliQ. O programa de 
amplificação consistiu nos seguintes passos: desnaturação inicial a 94°C durante 3 minutos; 
30 ciclos completos de desnaturação a 94°C durante 1 minuto, hibridação a 61°C durante 30 
segundos e extensão a 72°C durante 1 minuto; e um ciclo final de extensão durante 7 
minutos a 72°C.   
 
4.5.5. Deteção de genes de resistência ao florfenicol - floR 
Para a deteção do gene de resistência floR utilizou-se um protocolo de PCR com um volume 
final de 25 µl por reação, composto por 1 µl de ADN da amostra, 2,5 µl dos oligonucleótidos 
floR1 (10 pmol) e floR2 (10 pmol), 0,2 µl de Taq NZYTech (NZYTech, Lisboa, Portugal), 5 μl 
de tampão correspondente sem MgCl2, 1,5 μl de MgCl2 (25 mM), 0,2 de dNTP (25 mM) e 
12,1 μl de água MilliQ. O programa de amplificação consistiu nos seguintes passos: 
desnaturação inicial a 94°C durante 7 minutos; 30 ciclos completos de desnaturação a 94°C 
durante 1 minuto, hibridação a 57°C durante 2 minutos e extensão a 72°C durante 1 minuto; 
e um ciclo final de extensão durante 10 minutos a 72°C.   
  
4.5.6. Deteção de genes de resistência a sulfamidas 
4.5.6.1. sul1 
Para a deteção do gene de resistência sul1 utilizou-se um protocolo de PCR com um volume 
final de 25 µl por reação, composto por 1 µl de ADN da amostra, 1 µl dos oligonucleótidos 
sul1f (10 pmol) e sul1r (10 pmol), 0,2 µl de Taq NZYTech (NZYTech, Lisboa, Portugal), 5 μl 
de tampão correspondente sem MgCl2, 1,5 μl de MgCl2 (25 mM), 0,2 de dNTP (25 mM) e 
15,1 μl de água MilliQ. O programa de amplificação consistiu nos seguintes passos: 
desnaturação inicial a 94°C durante 7 minutos; hibridação inicial a 61ºC durante 5 minutos; 
30 ciclos completos de extensão a 72°C durante 1 minuto, desnaturação a 94°C durante 1 
minuto e hibridação a 61°C durante 2 minutos; e um ciclo final de extensão durante 5 
minutos a 72°C. 
 
4.5.6.2. sul2 
Para a deteção do gene de resistência sul2 utilizou-se um protocolo de PCR com um volume 
final de 25 µl por reação, composto por 1 µl de ADN da amostra, 1 µl dos oligonucleótidos 
sul2f (10 pmol) e sul2r (10 pmol), 0,2 µl de Taq NZYTech (NZYTech, Lisboa, Portugal), 5 μl 
de tampão correspondente sem MgCl2, 1,5 μl de MgCl2 (25 mM), 0,2 de dNTP (25 mM) e 
15,1 μl de água MilliQ. O programa de amplificação consistiu nos seguintes passos: 
desnaturação inicial a 94°C durante 2 minutos; 30 ciclos completos de desnaturação a 94°C 
durante 1 minuto, hibridação a 50°C durante 1 minuto e extensão a 72°C durante 1 minuto; e 
um ciclo final de extensão durante 10 minutos a 72°C. 
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4.5.7.  Deteção de genes de resistência ao trimetoprim – dfrA1 
Para a deteção do grupo de genes de resistência dfrA1 utilizou-se um protocolo de PCR 
com um volume final de 25 µl por reação, composto por 1 µl de ADN da amostra, 1 µl dos 
oligonucleótidos dfrIaf (10 pmol) e dfrIar (10 pmol), 0,2 µl de Taq NZYTech (NZYTech, 
Lisboa, Portugal), 5 μl de tampão correspondente sem MgCl2, 1,5 μl de MgCl2 (25 mM), 0,2 
de dNTP (25 mM) e 14,1 μl de água MilliQ. O programa de amplificação consistiu nos 
seguintes passos: desnaturação inicial a 94°C durante 2 minutos; 35 ciclos completos de 
desnaturação a 94°C durante 30 segundos, hibridação a 55°C durante 30 segundos e 
extensão a 72°C durante 1 minuto; e um ciclo final de extensão durante 10 minutos a 72°C.  
 
4.5.8. Deteção de genes de resistência a beta-lactâmicos  
4.5.8.1. Beta-lactamases TEM, OXA e SHV 
Para a deteção dos genes de resistência blaTEM, blaSHV e blaOXA-1 utilizou-se o protocolo de 
multiplex PCR segundo Pomba et al (2006) (Figura 8) com um volume final de 50 µl por 
reação, composto por 2 µl de ADN da amostra, 1 µl dos oligonucleótidos P1 (10 pmol), P2 
(10 pmol), oxa1f (10 pmol) e oxa1r (10 pmol), e 3 µl dos oligonucleótidos shvf1 (10 pmol) e 
shvr (10 pmol), 0,3 µl de Taq NZYTech (NZYTech, Lisboa, Portugal), 10 μl de tampão 
correspondente sem MgCl2, 6 μl de MgCl2 (25 mM), 0,5 de dNTP (25 mM), 0,26 μl de DMSO 
a 5%, e 23,94 μl de água MilliQ. O programa de amplificação consistiu nos seguintes 
passos: desnaturação inicial a 94°C durante 7 minutos; hibridação inicial a 61ºC durante 5 
minutos; 30 ciclos completos de extensão a 72°C durante 1 minuto, desnaturação a 94°C 
durante 1 minuto e hibridação a 61°C durante 2 minutos; e um ciclo final de extensão 
durante 5 minutos a 72°C. 
 
Figura 8 - Exemplo de eletroforese em agarose dos produtos do multiplex PCR de deteção 
de blaTEM, blaSHV e blaOXA-1 
 
Linha M – marcador de pesos moleculares NZYDNA Ladder V, 1000, 800, 600, 500, 400, 300, 200 e 
100pb; Linha 1 – controlo positivo E. coli, estirpe 5825/04 (Pomba et al, 2006), genes blaTEM 716pb, 
ampC cromossómico constitutivo 634pb e blaOXA-1 199pb; Linha 2 – controlo positivo E. coli, estirpe 
transconjungante K12 gentilmente cedida pelo Dr. Jorge Machado do Instituto Nacional de Saúde Dr. 
Ricardo Jorge, genes ampC cromossómico constitutivo 634pb e blaSHV-5 471pb; Linha 3 a 10 – 
estirpes de S. 4,[5],12:i:- isoladas de Porca FMV A, Leitão FMV A1, Leitão FMV A2, Leitão FMV A3, 
Leitão FMV A4, Leitão FMV A5, Leitão FMV A6 e Leitão FMV A7 positivas a blaTEM; Linha 11 – 
controlo negativo sem ADN. 
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4.5.8.2. Beta-lactamase CTX-M 
Para a deteção do gene de resistência blaCTX-M utilizou-se um protocolo de PCR com um 
volume final de 50 µl por reação, composto por 2 µl de ADN da amostra, 1,25 µl dos 
oligonucleótidos CTXf (20 pmol) e CTXr (20 pmol), 25 μl de Supreme NZYTaq 2x Green 
Master Mix (NZYTech, Lisboa, Portugal) e 20,5 μl de água MilliQ. O programa de 
amplificação consistiu nos seguintes passos: desnaturação inicial a 94°C durante 7 minutos; 
30 ciclos completos de desnaturação a 94°C durante 1 minuto, hibridação a 57°C durante 2 
minutos e extensão a 72°C durante 1 minuto; e um ciclo final de extensão durante 10 
minutos a 72°C.  
 
4.5.9. Deteção de genes de resistência a quinolonas e fluoroquinolonas 
4.5.9.1. qnrA e qnrS 
Para a deteção dos genes de resistência qnrA e qnrS utilizou-se um protocolo de PCR com 
um volume final de 25 µl por reação para ambos os genes, composto por 3 µl de ADN da 
amostra, 1 µl dos oligonucleótidos qnrFMVF 225 (10 pmol) e qnrFMVR (10 pmol), ou qnrSf 
(10 pmol) e qnrSr (10 pmol) conforme o gene em estudo, 12,5 μl de Supreme NZYTaq 2x 
Green Master Mix (NZYTech, Lisboa, Portugal) e 7,5 μl de água MilliQ. O programa de 
amplificação consistiu nos seguintes passos: desnaturação inicial a 94°C durante 2 minutos; 
30 ciclos completos de desnaturação a 94°C durante 30 segundos, hibridação a 58°C 
durante 30 segundos e extensão a 72°C durante 1 minuto; e um ciclo final de extensão 
durante 10 minutos a 72°C.  
 
4.5.9.2. qnrB 
Para a deteção do gene de resistência qnrB utilizou-se um protocolo de PCR com um 
volume final de 25 µl por reação, composto por 2,5 µl de ADN da amostra, 1 µl dos 
oligonucleótidos qnrBFQ1 (10 pmol) e qnrBFQ2 (10 pmol), 0,25 µl de Taq NZYTech 
(NZYTech, Lisboa, Portugal), 5 μl de tampão correspondente sem MgCl2, 2,5 μl de MgCl2 
(25 mM), 0,6 de dNTP (25 mM), 0.13 μl de DMSO a 5% e 12,02 μl de água MilliQ. O 
programa de amplificação consistiu nos seguintes passos: desnaturação inicial a 94°C 
durante 2 minutos; 30 ciclos completos de desnaturação a 94°C durante 30 segundos, 
hibridação a 58°C durante 30 segundos e extensão a 72°C durante 1 minuto; e um ciclo final 
de extensão durante 10 minutos a 72°C. 
 
4.6. Extração e linearização de plasmídeos 
A extração de ADN plasmídico foi efetuada segundo o método de lise alcalina, adaptado de 
Kehrenberger, Friederics, de Jong, Michael e Schwarz (2006). Este método consiste na 
utilização de um tampão alcalino para desnaturar o ADN cromossómico e manter o ADN 
plasmídico inalterado, para que após a neutralização o ADN cromossómico seja depositado 
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como um sedimento insolúvel enquanto o ADN plasmídico se mantém no sobrenadante 
(Birnboim & Dolly, 1979). A concentração de ADN presente após a extração foi quantificada 
por espectrofotómetro (Nanodrop 2000, Thermo Fisher Scientific, Wyman, EUA). 
O ADN plasmídico extraído foi em seguida submetido a eletroforese com TAE 1x em 0,8% 
de agarose (NZYTech, Lisboa, Portugal) a 4 V/cm durante 40 minutos, aumentando depois 
para 8 V/cm durante 2 horas. Foram utilizados dois marcadores de peso molecular, um em 
cada extremo do gel - GeneRuler DNA Ladder Mix 100-10000pb e GeneRuler High Range 
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, Wyman, EUA). Após a eletroforese, a agarose foi 
corada com brometo de etídeo e visualizada através de transiluminação por UV (Figura 9). 
 
Figura 9 - Exemplo de eletroforese em agarose de plasmídeos não digeridos 
 
Linha M1 – marcador de pesos moleculares n48502, 24508, 20555, 17000, 15258, 13825, 12119 e 
10171pb; Linha 1 a 9 – estirpes S. 4,[5],12:i:- isoladas de Porca FMV B, Leitão FMV B2, Leitão FMV 
B5, Leitão FMV B7, Porca FMV D, Leitão FMV D2, Leitão FMV D3, Leitão FMV D4 e Leitão FMV D5; 
Linha M2 – marcador de pesos moleculares GeneRuler DNA Ladder Mix 100-10000pb, 10000, 8000, 
6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 
100pb. 
 
A visualização da agarose após a eletroforese de plasmídeos revela a existência de 
diferentes bandas, dependendo da concentração de ADN da amostra. Estas bandas 
consistem em formas do plasmídeo simultaneamente presentes na amostra com diferentes 
capacidades de migrar através da agarose (Schmidt, Friehs, Schleef, Voss & Flaschel, 
1999). As formas normalmente observadas consistem na forma superenrolada, em que o 
plasmídeo se encontra fechado enrolado sobre si próprio e consistindo na sua forma mais 
estável, e na forma covalentemente ligada, circular, sendo possível o aparecimento de 
outras bandas caso a concentração da amostra seja elevada e ocorra degradação ou 
fragmentação do plasmídeo. A correspondência entre as diferentes bandas e as formas que 
possam estar presentes não é fácil, pois pode variar conforme as condições da eletroforese 
 M1   1      2     3     4     5    6     7      8     9   M2  
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(Schmidt et al, 1999). Além disso, os marcadores de peso molecular geralmente usados são 
construídos com ADN linear, pelo que a determinação do peso molecular do plasmídeo por 
comparação com estes marcadores será mais fiel à realidade quando o plasmídeo se 
encontra igualmente numa forma linear; no entanto, é raramente possível visualizar o 
plasmídeo linearizado sem se recorrer à utilização de enzimas de restrição (Barton, Harding 
& Zuccarelli, 1995) 
Para uniformizar os plasmídeos extraídos e tornar possível uma comparação fidedigna com 
os marcadores de peso molecular usados, utilizou-se como base um protocolo de PFGE 
com utilização da exonuclease S1 (Barton et al, 1995) na construção de um método que 
permitisse obter apenas formas lineares de plasmídeos e que pudesse ser submetido a 
eletroforese normal em vez de PFGE. Após extração, adicionou-se a 10 µl de ADN 
plasmídico 17,9 µl de água MilliQ, 0,1 µl de exonuclease S1 e 2 µl de tampão próprio 
(Thermo Fisher Scientific, Wyman, EUA), terminando com um volume total de 30 µl. Após 90 
minutos a ±37ºC em banho-maria, o ADN digerido foi submetido a eletroforese, utilizando 
como controlo da restrição o ADN plasmídico não digerido e um plasmídeo previamente 
caracterizado de peso molecular conhecido – pUC19 de ~2800pb. Tendo em conta que os 
plasmídeos observados após extração aparentavam ser de dimensões inferiores a 10000pb, 
optou-se por um marcador de peso molecular de 100 a 10000pb (GeneRuler ADN Ladder 
Mix 100-10000pb, Thermo Fisher Scientific, Wyman, EUA). Depois da eletroforese, a 
agarose foi corada com brometo de etídeo e visualizada no transiluminador de UV com uma 
régua transparente ao lado como escala. 
Para determinar a dimensão das formas lineares dos plasmídeos obtidos, recorreu-se à 
regressão logarítmica (Excel 2007 para Windows), construindo uma reta com as distâncias 
percorridas pelas diferentes bandas do marcador e calculando a partir da fórmula o peso 
dos plasmídeos em causa. 
 
4.7. Clonalidade – PFGE 
O protocolo de PFGE utilizado foi adaptado de Hunter et al (2005), com algumas 
modificações. Resumidamente, os isolados de Salmonella foram incubados em placas de 
agar-sangue durante a noite e incorporados em “plugs” com 1% de agarose (SeaKem GTG 
Agarose, Cambrex, Rockland, EUA). A lise das células foi efetuada pela proteinase K 
(Thermo Fisher Scientific, Wyman, EUA) com um período de incubação a 54ºC de 2 horas. 
Utilizou-se a enzima XbaI (Thermo Fisher Scientific, Wyman, EUA) para restrição, com um 
tempo de contacto de 3 horas a 37ºC e 50 U/ 200µl por reação. A eletroforese foi efectuada 
num sistema CHEF-DR III (Bio-Rad Laboratories, San Diego, EUA), com um bloco com 
“switch time” de 1s-15s durante 7 horas a 6 V/cm e outro bloco de 15s-35s durante 13 horas 
a 6 V/cm. Como marcador de referência utilizou-se a estirpe H9812 de Salmonella 
Braenderup recomendada por Hunter et al. (2005). 
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Os perfis obtidos após coloração do gel com brometo de etídeo foram processados no 
programa BioNumerics (Applied Math, Ghent, Bélgica) e analisados segundo o método de 
agrupamento pelas médias aritméticas não ponderadas (“Unweighted Pair Group Method 
with Arithmetic Mean”, UPGMA), utilizando o coeficiente de semelhança de Dice. A definição 
de grupo clonal e subgrupo clonal foi efetuada de acordo com os critérios de Carriço et al 
(2005), considerando-se do mesmo grupo clonal isolados semelhantes em pelo menos 80%, 
com tolerância de posição das bandas de 1,7%, e do mesmo subgrupo clonal quando 
semelhantes em pelo menos 97%, com tolerância de 2,5%. 
 
4.8. Análise estatística 
A relação entre a presença ou não da variante monofásica de S. Typhimurium nas mães e 
nos leitões foi avaliada através do Teste Exato de Fisher com o programa R (http://www.r-
project.org). Para as diferenças serem consideradas significativas, o valor de p obtido tem 





Vinte e quatro dos isolados obtidos a partir das amostras dos oitenta animais em estudo 
foram positivos para Salmonella, tendo sido obtido apenas um isolado por amostra. Todos 
foram serotipificados exceto um, proveniente de uma porca cuja serotipificação não foi 
possível completar durante o estágio, mas definitivamente pertencente a um serogrupo que 
não o O:4,5. Os restantes isolados (n=23) foram identificados como S. 4,[5],12:i:-, com o 
resultado da inversão de fase para expressão do antigénio 1,2 negativo e confirmação por 
PCR. Destes 23 isolados, seis foram provenientes de porcas (60%) e dezassete de leitões 
(24.2%), tendo sido identificadas três famílias (porca e pelo menos um leitão respetivo) – A, 
B e D – como portadoras (Figura 10), três porcas sem leitões positivos e um leitão positivo 
com o resto da família negativa. Os isolados pertencentes às famílias A, B e D (n=19) 
continuaram a ser estudados e os resultados obtidos foram sumarizados na Tabela 4, os 
restantes foram utilizados para a análise estatística descrita na página 39, Tabela 5. 
 













































Tabela 4 - Padrão fenotípico e genotípico de resistência a antibióticos, plasmídeos e 
subgrupos clonais das famílias A, B e D 




Porca FMV A AML,N,NA,S3,STR,TE blaTEM,tet(B),sul2 A1 5600 pb 
Leitão FMV A1 AML,N,NA,S3,STR,TE blaTEM,tet(B),sul2 A 5600 pb 
Leitão FMV A2 AML,N,NA,S3,STR,TE blaTEM,tet(B),sul2 A5 5600 pb 
Leitão FMV A3 AML,AMC, N,NA,S3,STR,TE blaTEM,tet(B),sul2 A 5600 pb 
Leitão FMV A4 AML,N,NA,S3,STR,TE blaTEM,tet(B) A 5600 pb 
Leitão FMV A5 AML,N,NA,S3,STR,TE blaTEM,tet(B),sul2 A 5600 pb 
Leitão FMV A6 AML,N,NA,S3,STR,TE blaTEM,tet(B),sul2 A2 5600 pb 
Leitão FMV A7 AML,N,NA,S3,STR,TE blaTEM,tet(B),sul2 A3 5600 pb 
Porca FMV B AML,N,NA,S3,STR,TE blaTEM,tet(B),sul2 A 5600 pb 
Leitão FMV B2 AML,N,NA,S3,STR,TE blaTEM,tet(B),sul2 A 5600 pb 
Leitão FMV B5 AML,N,NA,S3,STR,TE blaTEM,tet(B),sul2 A 5600 pb 
Leitão FMV B7 AML,N,NA,S3,STR,TE blaTEM,tet(B),sul2 A 5600 pb 
Porca FMV D AML,N,NA,S3,STR,TE blaTEM,tet(B),sul2 A2 5600 pb 
Leitão FMV D2 AML,AMC, N,NA,S3,STR,TE blaTEM,tet(B),sul2 A 5600 pb 
Leitão FMV D3 AML,N,NA,S3,STR,TE blaTEM,tet(B),sul2 A1 5600 pb 
Leitão FMV D4 AML,N,NA,S3,STR,TE blaTEM,tet(B),sul2 A 5600 pb 
Leitão FMV D5 AML,N,NA,S3,STR,TE blaTEM,tet(B),sul2 A 5600 pb 
Leitão FMV D6 AML,N,NA,S3,STR,TE blaTEM,tet(B),sul2 A6 5600 pb 
Leitão FMV D7 AML,N,NA,S3,STR,TE blaTEM,tet(B),sul2 A4 5600 pb 
AML- amoxicilina, AMC- amoxicilina/ácido clavulânico, N- neomicina, NA- ácido nalidíxico, S3- 
sulfonamidas compostas, STR- estreptomicina, TE- tetraciclina 
 
Dois padrões diferentes de resistência a antibióticos foram detetados, ambos de 
multirresistência. Dezassete dos isolados apresentaram um padrão de resistência a ácido 
nalidíxico, amoxicilina, estreptomicina, neomicina, sulfamidas compostas e tetraciclina, e nos 
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restantes 2 verificou-se uma resistência adicional a amoxicilina-ácido clavulânico (Anexo II). 
Relativamente aos genes de resistência testados, todos os isolados foram positivos aos 
genes blaTEM, sul2 e tet(B) exceto um, negativo a sul2. 
Foi possível extrair e linearizar plasmídeos de todos os isolados. Em todas as amostras 
observou-se um plasmídeo de pequena dimensão, aproximadamente com 5600pb (Figura 
11) segundo a reta de regressão (Figura 12). 
 
Figura 11 - Eletroforese em agarose de plasmídeos linearizados da família B. 
 
Linhas M – marcador de pesos moleculares GeneRuler DNA Ladder Mix 100-10000pb, 10000, 8000, 
6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 e 
100pb; Linha 1 – ADN do plasmídeo pUC 19 linearizado após digestão com exonuclease S1, 2800pb; 
Linha 2 a 5- ADN de plasmídeos extraídos de estirpes S. 4,[5],12:i:- isolados de Porca FMV B, Leitão 





Figura 12 - Regressão linear para cálculo do peso dos plasmídeos da família B. 
 
O estudo de clonalidade por PFGE revelou que todos os isolados pertencentes às famílias 
são relacionados entre si, tendo sido classificados como fazendo parte do mesmo grupo 
clonal (≥80% semelhança, 1,7% tolerância entre bandas) (Figura 13). 
Onze dos padrões obtidos (n=19) revelaram um perfil comum (A), com ≥97% semelhança e 
2,5% tolerância entre bandas (Figura 14). Constituindo o perfil associado à maioria dos 
isolados, o perfil A engloba uma família inteira, a família B, 4 leitões pertencentes à família A 
e 2 leitões pertencentes à família D, apresentando 100% de semelhança entre os diferentes 
isolados, e um leitão da família D com 97,1% de semelhança. Os restantes padrões foram 
distribuídos por 6 subgrupos clonais – A1 (n=2), A2 (n=2), A3 (n=1), A4 (n=1), A5 (n=1) e A6 































Figura 13 - Dendrograma de identificação de grupo clonal – coeficiente de tolerância 1,7% 
 
Figura 14 - Dendrograma de identificação de subgrupo clonal – coeficiente de tolerância 
2,5% 
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Para a análise estatística, propôs-se a seguinte hipótese nula: uma porca portadora de S. 
4,[5],12:i:- não é um fator de risco para os leitões descendentes serem portadores de 
S.4,[5],12:i:-. A tabela de contingência é apresentada em seguida (Tabela 4). 
 
Tabela 5 - Quantificação de leitões positivos e negativos a S. 4,[5],12:i:- relativamente à 
positividade da porca progenitora 
 
Leitões positivos 
a S. 4,[5],12:i:- 
Leitões negativos 
a S. 4,[5],12:i:- 
Total 
Porcas positivas a  
S. 4,[5],12:i:- 
16 26 42 
Porcas negativas a 
S. 4,[5],12:i:- 
1 27 28 
Total 17 53 70 
 
Segundo o Teste Exacto de Fisher, a probabilidade de uma porca portadora de S. 4,[5],12:i:- 
ter descendência positiva com o mesmo serovar é altamente significativa (p=0,001, 
OR=16,10209), rejeitando a hipótese nula, e um leitão positivo tem uma probabilidade 16 




Vários investigadores têm reportado uma prevalência relativamente alta de infeções 
subclínicas por Salmonella em porcas reprodutoras (Funk, Davies & Nichols, 2001; Nollet et 
al, 2005). Para além de atuarem como vetores de contaminação ambiental, potenciando a 
manutenção de Salmonella no ambiente, e de constituírem um risco para a segurança 
alimentar após abate, pouca informação existe sobre a influência das porcas portadoras nos 
seus descendentes (Funk & Gebreyes, 2004). Um estudo (Kranker, Alban, Boes & Dahl, 
2003) sugere que o papel das porcas portadoras possa ser pouco relevante na transmissão 
aos leitões e, noutro estudo (Funk et al, 2001), os leitões eram portadores de serovares 
diferentes dos das porcas, o que é contraditório relativamente aos resultados apresentados 
neste trabalho. No entanto, um estudo na Dinamarca sugere que porcos descendentes de 
porcas pertencentes a grupos com elevada prevalência estão em maior risco de isolamento 
de Salmonella do mesmo serovar que a mãe (Funk & Gebreyes, 2004), e Belœil et al (2004) 
constituíram a porca portadora como um factor de risco para os seus descendentes. Estes 
dois últimos estudos estão em concordância com os resultados obtidos, já que a análise 
estatística revelou que o risco de o leitão ser positivo a Salmonella é marcadamente superior 
no caso de ser descendente duma porca portadora, e a probabilidade de uma porca positiva 
ter descendentes positivos ao mesmo serovar é altamente significativa, constituindo um 
factor de risco. 
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Para além de demonstrar a existência duma relação entre a Salmonella presente na porca e 
nos seus descendentes, neste trabalho recorreu-se à utilização de vários métodos 
fenotípicos e genotípicos como suporte da hipótese de que existe transmissão mãe-filho 
durante ou imediatamente após o parto como meio de colonização do intestino do neonato, 
tendo por base a semelhança entre as diferentes características estudadas - padrão de 
resistência, genes de resistência aos antibióticos, perfil plasmídico e padrões de PFGE. 
Todos os isolados pertencentes às famílias apresentam de facto características muito 
semelhantes, não só dentro da própria família como também entre si, demonstrando uma 
relação próxima entre todos os isolados até ao nível clonal, dado que todas as estirpes 
apresentaram mais de 85% de semelhança, com algumas variações quanto ao subgrupo 
clonal. De notar que uma das famílias, a família B, apresenta 100% de semelhança dos 
seus isolados, suportando uma forte relação entre o isolado da mãe e dos leitões. Esta 
relação aponta para a existência de transmissão mãe-descendente em suínos deste 
serovar. Apesar de a preponderância desta via de transmissão ser desconhecida e de 
necessitar estudos mais aprofundados para a averiguar, o reconhecimento da existência de 
uma via que era previamente desconhecida e o seu estudo permitirá não só um 
aprofundamento do conhecimento sobre Salmonella como também o surgimento de novas 
formas de limitar (e potencialmente ajudar a eliminar) a disseminação desta bactéria por 
animais, ambiente e humanos. A demonstração da transmissão mãe-descendente mostra 
ainda a importância da implementação de boas práticas de higiene e biossegurança a este 
nível da produção suinícola para travar a disseminação e manutenção no ecossistema de 
Salmonella, o que toma especial importância quando o serovar em circulação é 
multirresistente. A transmissão de estirpes multirresistentes entre mãe e filhos é 
particularmente preocupante – todos os animais em estudo não manifestaram qualquer sinal 
de doença, apresentando-se completamente assintomáticos, e quando a infeção não gera 
qualquer tipo de sinal é pouco provável que a presença da bactéria seja averiguada sem 
nenhum tipo de programa de vigilância em prática. A realização de rastreio de Salmonella 
com base em serologia nas porcas reprodutoras e a utilização exclusiva do efetivo 
seronegativo com segregação dos animais seropositivos poderá ser uma medida com 
impacto positivo na redução da transmissão de Salmonella da porca para os seus 
descendentes. Ã vacinação das porcas gestantes e dos leitões poderá constituir uma 
alternativa, diminuindo o risco de colonização por Salmonella e promovendo um maior grau 
de imunização dos leitões. A transmissão mãe-descendente assintomática potencia a 
contaminação, não só ao longo da cadeia de produção, como também dos produtos obtidos 
a partir dos animais portadores, pelo que o estudo do risco associado a esta via de 
transmissão e a presença de Salmonella nos produtos alimentares, nomeadamente de 
estirpes multirresistentes, poderá ser recomendado. 
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Existem a nível europeu duas variantes diferentes de S. Typhimurium monofásica 
caracterizadas por apresentarem padrões de resistência e genes de resistência a 
antibióticos fundamentalmente diferentes. O padrão de resistência dos isolados identificados 
neste estudo é semelhante ao reportado a nível europeu, com a adição das resistências ao 
ácido nalidíxico e à neomicina ao padrão de base europeu, o que indica que este grupo 
clonal possa ser relacionado com o europeu. Os genes identificados por PCR suportam esta 
teoria, com a resistência a ampicilina (codificada por blaTEM), tetraciclina (codificada por 
tet(B)) e sulfonamidas (codificada por sul2) a ser induzida pelos mesmos genes da variante 
europeia, ao passo que os genes associados à variante espanhola (e a elementos genéticos 
móveis) que poderiam induzir o mesmo padrão de resistência (aadA para a estreptomicina, 
tet(A) para a tetraciclina e sul1 para as sulfonamidas) não foram amplificados. Para 
confirmar a relação entres os isolados e a variante europeia seria necessário avaliar a 
clonalidade entre estirpes, possivelmente através da comparação entre padrões de PFGE e 
determinação do grau de semelhança através de UPGMA.  
A presença de resistência à combinação amoxicilina-ácido clavulânico em dois dos isolados 
(FMV A3 e FMV D2), tendo em conta o padrão de resistência apresentado e os genes 
detetados, encontra-se provavelmente relacionada com algum grau de hiperprodução da 
beta-lactamase TEM-1, fenómeno previamente descrito em Enterobactereaceae (Wu, 
Shannon & Philips, 1994). Apesar de a beta-lactamase TEM dos isolados deste trabalho não 
ter sido sequenciada para identificação, a resistência apenas a amoxicilina é indicadora da 
presença de TEM-1, e o gene responsável pela beta-lactamase identificada na variante 
europeia consiste precisamente no blaTEM-1 (Hauser et al, 2010). No entanto, a sequenciação 
dos produtos de amplificação desta enzima é necessária para a confirmação de qual é a 
enzima presente.  
A resistência ao ácido nalidíxico já tinha sido previamente reportada em algumas estirpes da 
variante europeia (Hauser et al, 2010; Hopkins et al, 2010), assim como em estirpes da 
variante espanhola isoladas em Portugal (Antunes et al, 2011). Esta resistência em 
Salmonella encontra-se geneticamente associada à ocorrência de uma mutação pontual na 
ADN girase (Hopkins et al, 2005). A deteção desta mutação apenas é possível através da 
sequenciação do gene gyrA, responsável pela subunidade principal, o que não foi possível 
incluir no desenho experimental deste trabalho. O estudo de Hauser et al (2010) nos clones 
europeus incluiu no painel de genes a testar os determinantes plasmídicos de resistência às 
quinolonas qnrA, qnrB e qnrS, e os resultados foram negativos, tal como neste trabalho. É 
possível que uma outra variante de qnr recentemente identificada em Salmonella, qnrD 
(Cavaco, Hasman, Xia & Aarestrup, 2009), possa estar presente nestes isolados, dado que 
os determinantes de resistência a fluoroquinolonas de base plasmídica apenas reduzem o 
nível de susceptibilidade às fluoroquinolonas como a ciprofloxacina e a enrofloxacina 
(Hopkins et al, 2005), e as CIM da enrofloxacina obtidas neste trabalho são superiores ou 
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iguais ao limiar inferior de deteção da VetMIC na maioria dos isolados. A presença da 
resistência ao ácido nalidíxico é preocupante, já que esta representa um degrau na escada 
para resistência às fluoroquinolonas, e a potencial presença de um gene de origem 
plasmídica não deve ser descartada, pelo que é recomendada a vigilância da sua 
disseminação em Salmonella em Portugal.  
 A presença de resistência à neomicina, apesar de previamente descrita em S. Typhimurium 
monofásica (Hauser et al, 2010; Hopkins et al, 2010), esta resistência foi apenas encontrada 
pontualmente, não sendo considerada parte do padrão base apresentado pelas estirpes 
europeias. A neomicina é um aminoglicosídeo de administração sobretudo tópica ou oral, 
pouco absorvido a nível entérico (Riviere & Papisch, 2009). Apesar de existirem formulações 
para administração oral em animais de produção como tratamento de diarreias bacterianas, 
incluindo por Salmonella, noutros países (Riviere & Papisch, 2009), em Portugal não 
existem formulações contendo neomicina como parte do princípio ativo para suínos 
(http://www.apifarma.pt/simposiumvet), constando apenas de uma preparação de aplicação 
tópica em cães e gatos e uma preparação para administração intra-mamária em bovinos. Os 
genes de resistência à neomicina codificam enzimas, fosforilases, capazes de inativar o 
antibiótico, e encontram-se frequentemente associados a plasmídeos (tal como os restantes 
genes associados à resistência a aminoglicosídeos) (Shaw et al, 1993). Dois genes foram 
encontrados em Salmonella, aphA-1, presente em 3 das 4 estirpes resistentes a neomicina 
no estudo de S. Typhimurium monofásica de Hauser et al (2010), e aphA-2, em S. 
Weltevreden (Aarestrup et al, 2003). Em Portugal, apesar de ter sido identificada noutras 
Enterobacteriaceae (Machado, Coque, Cantón, Sousa & Peixe, 2008), não se tem 
conhecimento sobre a existência de resistência à neomicina em Salmonella, sendo este o 
primeiro relato desta resistência no género a nível nacional. Os determinantes genéticos de 
resistência à neomicina não foram identificados no estudo de Machado et al (2008) tal como 
neste trabalho, pelo que um estudo dos genes de resistência à neomicina presentes a nível 
nacional e da sua localização poderá lançar alguma luz sobre o panorama nacional e 




Enquanto se utilizarem antibióticos continuar-se-á a exercer pressão para a seleção de 
bactérias mais e mais resistentes, e, não tendo este ciclo fim à vista, é necessário procurar 
formas de o poder influenciar. Apesar de haver algum decréscimo dos casos registados na 
Europa, a salmonelose continua a ser uma das infeções alimentares mais prevalentes a 
nível europeu e mundial, e a propagação de serovares multirresistentes como a S. 
Typhimurium monofásica deve constituir uma preocupação desde o produtor ao consumidor.  
A via de transmissão mãe-filho é uma ameaça significativa à saúde pública, sendo uma rota 
de contaminação de novos hospedeiros com repercussões na carga microbiana do 
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ambiente da exploração, na persistência da bactéria e na continuação da expansão do 
serovar 4,[5],12:i:- no reservatório suíno. Outro motivo de preocupação consiste na 
apresentação subclínica da infeção, sem repercussões visíveis nos animais portadores. 
Sem sinais observáveis, a probabilidade de não deteção da Salmonella e a manutenção da 
bactéria ao longo do ciclo produtivo poderá será superior do que em caso de doença clínica, 
o que levanta a questão de qual será a influência destes animais não detetados na 
contaminação dos produtos finais e de toda a cadeia produtiva até lá chegarem. 
A conclusão deste estudo é que a transmissão de S. Typhimurium monofásica após o 
nascimento existe e é um fenómeno provável. É necessária uma continuação do trabalho 
desenvolvido no sentido de aprofundar a dinâmica de transmissão deste serovar e do 
género Salmonella em geral no ciclo produtivo dos suínos, e avaliar qual o real impacto 
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Anexo I – Critérios de susceptibilidade aplicados nos testes de susceptibilidade a 
antibióticos 
 
Tabela 6 - Intervalos de susceptibilidade aplicados nos testes de susceptibilidade a 
antibióticos 
S I R
Ácido Nalidíxico Disco ≥ 19 mm 14 - 18 mm ≤ 13 mm CLSI, 2006
Amoxacilina Disco ≥ 17 mm 14 - 16 mm ≤ 13 mm CLSI, 2008
Amoxacilina - Ácido Clavulânico Disco ≥ 18 mm 14 - 17 mm ≤ 13 mm CLSI, 2008
Ampicilina VetMIC ≤ 8 μg/ml 16 μg/ml ≥ 32 μg/ml CLSI, 2008
Cefotaxima Disco ≥ 23 mm 15 - 22 mm ≤ 14 mm CLSI, 2006
Cefoxitina Disco ≥ 18 mm 15 - 17 mm ≤ 14 mm CLSI, 2006
Ceftazidima Disco ≥ 18 mm 15 - 17 mm ≤ 14 mm CLSI, 2006
Ceftiofur Disco ≥ 21 mm 18 - 20 mm ≤ 17 mm CLSI, 2008
Ceftiofur VetMIC ≤ 2 μg/ml 4 μg/ml ≥ 8 μg/ml CLSI, 2008
Enrofloxacina VetMIC ≤ 0.5 μg/ml 1 - 2 μg/ml ≥ 4 μg/ml CLSI, 2008
Estreptomicina VetMIC ≤ 8 μg/ml 16 μg/ml ≥ 32 μg/ml CA-SFM, 2010
Florfenicol VetMIC ≤ 4 μg/ml 8 μg/ml ≥ 16 μg/ml CLSI, 2008
Gentamicina VetMIC ≤ 4 μg/ml 8 μg/ml ≥ 16 μg/ml CLSI, 2008
Neomicina VetMIC ≤ 8 μg/ml 16 μg/ml ≥ 32 μg/ml CA-SFM, 2010
Sulfametoxazol - Trimetoprim VetMIC ≤ 38/2 μg/ml  ≥ 76/4 μg/ml CLSI, 2008
Sulfonamidas Compostas Disco ≥ 17 mm 13 - 16 mm ≤ 12 mm CLSI, 2008
Tetraciclina VetMIC ≤ 4 μg/ml 8 μg/ml ≥ 16 μg/ml CLSI, 2008









Anexo II – Diâmetro dos halos de inibição e CIMs dos isolados de S. 4,[5],12:i:- das famílias A, B e D 
 
Tabela 7 - Diâmetro dos halos de inibição e CIM dos isolados de S. 4,[5],12:i:- das famílias A, B e D 
Estirpe 
Diâmetro do halo de inibição (mm) CIM (µg/ml) 
AML AMC CTX CAZ FOX XNL NA S3 W AMP XNL N CN STR SxT ENR Te FFC 
Porca FMV A  0 19 24 23 25 18 0 0 23 >8 2 >32 ≤2 >32 ≤0,5/9,5 0,25 >8 8 
Leitão FMV A1 0 14 34 30 19 26 11 0 25 >8 2 >32 8 >32 ≤0,5/9,5 ≤0,125 >8 8 
Leitão FMV A2 0 14 32 26 18 25 10 0 23 >8 2 >32 4 >32 ≤0,5/9,5 ≤0,125 >8 8 
Leitão FMV A3 0 12 28 24 16 21 0 0 22 >8 2 >32 4 >32 ≤0,5/9,5 0,25 >8 8 
Leitão FMV A4 0 20 36 31 22 27 12 0 24 >8 2 >32 4 >32 ≤0,5/9,5 0,25 >8 8 
Leitão FMV A5 0 20 26 24 24 21 10 0 22 >8 2 >32 ≤2 >32 ≤0,5/9,5 1 >8 8 
Leitão FMV A6 0 19 24 22 22 21 0 0 14 >8 2 >32 4 >32 ≤0,5/9,5 0,25 >8 8 
Leitão FMV A7 0 18 35 32 20 26 0 0 20 >8 2 >32 ≤2 >32 1/19 1 >8 8 
Porca FMV B 0 19 24 22 23 20 13 0 24 >8 2 >32 ≤2 >32 ≤0,5/9,5 0,5 >8 8 
Leitão FMV B2 0 22 31 29 27 26 13 0 23 >8 2 >32 4 >32 ≤0,5/9,5 0,25 >8 8 
Leitão FMV B5 0 21 27 26 22 21 0 0 18 >8 2 >32 4 >32 ≤0,5/9,5 0,5 >8 8 
Leitão FMV B7 0 20 27 25 25 22 13 0 24 >8 2 >32 4 >32 ≤0,5/9,5 ≤0,125 >8 8 
Porca FMV D 0 20 27 24 25 21 10 0 23 >8 2 >32 ≤2 >32 ≤0,5/9,5 0,5 >8 4 
Leitão FMV D2 0 12 31 28 20 24 0 0 21 >8 >2 >32 4 >32 ≤0,5/9,5 1 >8 8 
Leitão FMV D3 0 16 37 31 26 28 10 0 20 >8 2 >32 ≤2 >32 1/19 0,5 >8 8 
Leitão FMV D4 0 20 27 25 24 20 0 0 21 >8 1 >32 4 >32 ≤0,5/9,5 0,25 >8 8 
Leitão FMV D5 0 20 26 23 24 21 9 0 24 >8 2 >32 ≤2 >32 ≤0,5/9,5 0,5 >8 8 
Leitão FMV D6 0 20 31 24 24 22 0 0 22 >8 2 >32 ≤2 >32 ≤0,5/9,5 1 >8 8 
Leitão FMV D7 0 15 34 31 20 26 0 0 21 >8 >2 >32 8 >32 1/19 0,5 >8 8 
AML- amoxicilina, AMC- amoxicilina-ácido clavulânico, CTX- cefotaxima, CAZ- ceftazidima, FOX- cefoxitina, XNL- ceftiofur, NA- ácido nalidíxico, S3- 
sulfamidas compostas, W- trimetoprim, AMP- ampicilina, N- neomicina, CN- gentamicina, STR- estreptomicina, SxT- sulfametoxazol-trimetoprim, ENR- 









Anexo III – Resumo do poster apresentado na 3rdASM Conference on Antimicrobial 
Resistance in Zoonotic Bacteria and Foodborne Pathogens 2012, França, em 26 de 
































Figure S1. PFGE profile characterization among serovar 4,[5],12:i:- isolates from pig 
families A, B and D.  (a) Pulsed field type cluster determination using a Dice similarity 
coefficient with an optimization of 1% and a band tolerance setting of 1.7%. (b) Pulsed- field 
subtype determination using a Dice similarity coefficient with an optimization of 1% and a 
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